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1.Uvod

1. UvOD

1.1. Definicija sepse
Korijen rijeci sepsa potjeCe od grcke rijeCi Sepo, Sto znaci propadati ili truniti. U
medicinskom kontekstu sepsa se prvi puta spominje u pjesmama grékog pjesnika Homera prije
2700 godina te kasnije u radovima Hipokrata i Galena (1). Prema Tre¢em medunarodnom
sporazumu o definiciji sepse i septi¢nog Soka (Sepsis-3) iz 2016. godine, sepsa je definirana
kao po zivot opasan poremecaj funkcije organa, nastao zbog nekontroliranog odgovora

organizma na infekciju.

Svjetska zdravstvena organizacija prepoznala je sepsu kao globalni zdravstveni prioritet
upravo zbog velike stope smrtnosti oboljelih i nedostatka specifi¢ne i ciljane terapije (2). lako
je danas mnogo toga poznato o mehanizmu razvoja i napredovanja sepse, incidencija ove bolesti
je u porastu. Procjenjuje se da godisnje od sepse oboli 49 milijuna ljudi u svijetu, a 11 milijuna
smrti povezuje se sa sepsom, §to ¢ini oko 20% svih smrti u svijetu (3-4). Glavni uzroci povecane
incidencije sepse su porast otpornosti mikroorganizama na antibiotike 1 sve veca starost

populacije s popratnim kroni¢nim bolestima i terapijama.

Najcesci uzrok sepse su bakterijske infekcije, medutim pozitivna hemokultura moze se
naci tek kod 15-30% oboljelih od sepse (5). Najveci rizik za razvoj infekcije je u sustavima

organa koji su izloZeni okolini poput diSnog, mokra¢nog 1 gastrointestinalnog sustava.

1.1.1. Promjene kriterija za dijagnozu sepse

lako je sepsa jasno prepoznata kao globalni problem i veliki je broj istrazivanja s ciljem
boljeg razumijevanja patofiziologije sepse, ova je sloZena bolest i dalje izazov. Dugo se
razumijevanje sepse temeljilo samo na pretjeranom odgovoru organizma na upalu, ali danas se
zna da se radi o mnogo slozenijem poremecaju, koji je rezultat intenzivnog upalnog odgovora
1 imunosupresije te nemogucénosti ponovne uspostave njihove ravnoteze. Kriteriji za potvrdu

dijagnoze sepse mijenjali su se u zadnjih 30 godina (tablica 1.1).



1.Uvod

Tablica 1.1. Promjene kriterija za definiciju sepse i septi¢nog Soka

Sepsis-1 (1991) (6)

Sepsis-2 (2001) (7)

Sepsis-3 (2016) (8)

SIRS Kriteriji:

Temperatura >38°C / <36°C
Otkucaji srca > 90 otk/min
Brzina disanja >20 udaha/min
ili pCO2< 32 mmHg

Leukociti >12x10%/L

| <4x10°%/L

Sepsa

Kriterij dijagnoze:
- pozitivna dva ili vise SIRS
kriterija.

TeSka sepsa

Kriterij dijagnoze:

- sepsa kod koje se javlja
poremecaj funkcije organa,
hipoperfuzija ili hipotenzija.
Hipoperfuzija moze
ukljucivati, iako nije obavezan
kriterij, laktacidozu, oliguriju
ili akutnu promjenu mentalnog
stanja.

Septi¢ni Sok

Kriterij dijagnoze:

- teSka sepsa sa hipotenzijom
koja ne reagira na nadomjestak
tekucine i vazoaktivnu terapiju.

Dijagnoza sepse se postavlja
ukoliko je dokazana ili se
sumnja na infekciju te je
zadovoljen neki od slijede¢ih
prosirenih SIRS kriterija:

Klini¢ki biljezi:

Temperatura >38°C/<36°C
Otkucaji srca > 90 otk/min /
>2SD iznad normalne
vrijednosti za dob

Brzina disanja >30 udaha/min
Promijenjeno mentalno stanje
Edemi

Upalni biljezi:

Leukociti >12x10%L /
<4x10%L / normalan broj
leukocita s >10% nezrelih
stanica

CRP >2SD iznad normalne
vrijednosti

PCT >2SD iznad normalne
vrijednosti

Hemodinamski biljezi:
Hipotenzija (sistolicki tlak <90
mmHg, MAP <70 mmHg ili
pad sistolickog tlaka za >40
mmHg)

Sréani indeks >3,5 min*m
Arterijska hipoksija PaO/FiO;
<300

Akutna oligurija <0,5 mL/kgh
Kreatinin > 44 umol/L
Poremecaj zgrusavanja Krvi
PV-INR >1,5ili aPTV >60 sec
lleus

Trombocitopenija <100x10%L
Hiperbilirubinemija>70 umol/L

Biljezi perfuzije tkiva:
Laktat > 3mmol/L
Smanjeno kapilarno punjenje

Rano prepoznavanje sepse

Pozitivan gSOFA - rizik da
bolesnik kod kojeg je
postavljena sumnja ima
infekciju i vedi rizik za razvoj
sepse i smrtni ishod

gSOFA kriteriji:

- promijenjeni mentalni status
(GCS < 15)

- sistoli¢ki krvni tlak

<100 mmHg

- broj udaha > 22/min

Sepsa

Klinicki kriteriji:

- sumnja ili dokaz infekcije;

- akutni porast SOFA sustava
bodovanja = 2

Septic¢ni Sok

Klinic¢ki kriteriji:

Sepsa s tvrdokornom
hipotenzijom koja zahtjeva
upotrebu terapije
vazopresorima da bi MAP>65
mmHg i laktat >2 mmol/L uz
odgovaraju¢i nadomjestak
tekucine.

Kratice: SIRS, sindrom sistemskog upalnog odgovora; pCOz, parcijalni tlak uglji¢nog monoksida u arterijskoj krvi; CRP, C-

reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; MAP, srednji arterijski tlak; PaO2/FiO2, omjer parcijalnog tlaka kisika i udjela kisika u

udahnutoj smjesi plinova kod potpomognutog disanja; PV-INR, protrombinsko vrijeme izraZeno kao internacionalni

normalizirani omjer; aPTV, aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, gSOFA ljestvica (engl. quick Sequential Organ

Failiure Assessment); SOFA ljestvica (engl. Sequentional Organ Failiure Assessment)
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Prema prvoj definiciji iz 1991. godine, sepsa je definirana kao prisutnost dvaju ili vise
kriterija sindroma sistemskog upalnog odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response
Syndrome, SIRS), uz potvrdu ili sumnju na infekciju. U slu¢aju poremecaja funkcije vise organa
te prisutnosti smanjene prokrvljenosti i hipotenzije, postavljala se dijagnoza tesSke sepse.
Dijagnoza septicnog Soka postavljala se ukoliko, uz kriterije teske sepse, hipotenzija ne

odgovara na nadomjestak tekucine i terapiju vazoaktivnim lijekovima.

2001. godine Sepsis-2 smjernice jasnije su definirale kriterije koji omogucuju
prepoznavanje SIRS sindroma. Svakodnevni klinic¢ki rad i iskustva pokazala su nedovoljnu
specifi¢nost i osjetljivost SIRS kriterija u prepoznavanju sepse, $to je zahtijevalo preispitivanje
i promjenu smjernica. Zbog velike osjetljivosti SIRS kriterija, dijelu pacijenata krivo je

postavljena dijagnoza sepse (9-10).

Nove smjernice za prepoznavanje sepse objavila je ,, Kampanja prezivljenja sepse*
(engl. Surviving Sepsis Campaign), koju je ¢inio tim stru¢njaka iz Europe i Sjedinjenih
Ameri¢kih Drzava. Za ocjenu poremecaja funkcije organa smjernice preporucaju izra¢un
promjene vrijednosti SOFA sustava bodovanja (engl. Sequential Organ Failiure Assessment).
Promjena od dva i vise boda povezuje se s porastom rizika za smrtni ishod od 10%. Ovaj sustav
bodovanja prvenstveno je razvijen za procjenu prognoze smrtnog ishoda, ali omogucuje i
ocjenu funkcije i ostec¢enja organa. Pojedinacno se boduje funkcija pluca, jetre i bubrega te
funkcija krvozilnog sustava, sustava zgruSavanja krvi i neuroloski status bolesnika. Raspon
mogucih bodova krec¢e se od 0 do 24. U jedinicama hitnog prijema za brzo prepoznavanje
pacijenata sa sumnjom na infekciju i ve¢im rizikom za razvoj sepse i smrtni ishod, smjernice
preporu¢aju upotrebu qSOFA sustava bodovanja (engl. quick Sequential Organ Failiure
Assessment). gSOFA ukljuc¢uje samo tri klinicka parametra: snizen srednji arterijski tlak, MAP
(engl. Mean arterial pressure), ubrzano disanje i promjenu neuroloskog statusa. Najveci broj
bodova je 3. Veliko istrazivanje Seymoura i sur. pokazalo je da u populaciji bolesnika s
infekcijom primljenih na odjele za hitan prijem, qSOFA ima vecu prognosti¢ku vrijednost od
SOFA sustava bodovanja (AUC 0.81; 0.80-0.82 za gSOFA te AUC 0.79; 0.78-0.80 za SOFA,
p<0.001). Bolesnici sa 2 ili vise gSOFA bodova imali su 3-14 puta veéi rizik za smrtni ishod
(11).
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1.2. Patofiziologija sepse i septi¢nog Soka
Nakon prolaska sluznica i zastitnih barijera organizma, uzroc¢nik upale se prvo susrece
sa stanicama urodene imunosti poput leukocita, makrofaga i dendriti¢kih stanica. Njihova je
glavna zadaca lokalna zastita od prodora nezeljenih uzrocnika infekcije. U veéini slucajeva
uskladena aktivacija stanica urodene imunosti, sustava zgrusavanja krvi i kontrole upalnog
procesa lokaliziraju upalu i uklanjaju patogen iz organizma. Ovakav kontrolirano aktiviran
upalni odgovor sprjeCava oStecenje tkiva i omogucuje brzo uspostavljanje homeostaze, nakon

uklanjanja patogenog uzroc¢nika.

Medutim, zbog oslabljene ili neuskladene reakcije urodenog imunoloskog sustava,
patogen se nastavlja razmnoZavati uzrokujuéi znacajno oStecenje tkiva i daljnju aktivaciju
proupalnih stanica. Oste¢enjem endotela krvnih zila, uzroénik infekcije prodire u krvotok, $to
upalni proces ¢ini sustavnim. Nekontrolirani sustavni upalni proces postaje opasan i Stetan za
organizam i razvija se stanje sepse. Sepsa je karakterizirana po¢etnom intenzivnom proupalnom
fazom C¢iji je cilj ukloniti uzro¢nika upale. Pretjerana aktivacija proupalnih stanica, bez
istovremene ravnotezne aktivacije kontrolnih mehanizama, nadja¢ava mehanizme popravka i
oporavka. Kako se iscrpljuju proupalni elementi imunoloskog sustava, jaa njegov
imunosupresivni ucinak. Faza imunosupresije utiSava upalu, medutim, ukoliko uzro¢nik
infekcije nije uklonjen i oSte¢enje tkiva je opsezno, dolazi do istovremenog zatajenja funkcije

viSe organa. Mehanizmi oporavka i zacjeljenja oSte¢enog tkiva nemoc¢ni su osigurati oporavak

te imunosupresivna faza sepse ¢esto zavrSava smrtnim ishodom (12).

1.2.1. Proupalna faza sepse

U proupalnoj fazi sepse aktivira se veliki broj proupalnih stanica. Molekularni obrasci
s povrsine patogena, PAMP (engl. Pathogen Associated Molecular Patterns) i iz ostecenog
tkiva, DAMP (engl. Damage-associated molecular pattern) aktiviraju povrSinske i
unutarstani¢ne receptore na aktiviranim proupalnim stanicama (13). Nakon aktivacije receptora
pokreéu se unutarstaniéni signalni putovi Koji rezultiraju premjestanjem transkripcijskih
¢imbenika u jezgru, aktivacijom gena kljucnih za pokretanje upalnog procesa i oslobadanje
proupalnih citokina poput interleukina-1p, IL-1pB, interleukina-6, IL-6, ¢imbenika nekroze
tumora a, TNF-a i interferona. Aktivacija proupalnih stanica urodenog imunoloskog sustava i
oslobodeni citokini pokrecu istovremenu aktivaciju sustava kompleksa komplementa,

endotelnih stanica krvnih zila i sustava zgruSavanja krvi.
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Poremecaj cjelovitosti i funkcije endotelnih stanica klju€an je trenutak u patofiziogenezi
sepse. Promjena citoskeleta omogucuje aktiviranim leukocitima da procesom dijapedeze produ
izmedu endotelnih stanica u tkiva na mjesto razvoja upale (14). Sami leukociti i trombociti,
razgradene veze izmedu endotelnih stanica, oslobodeni proupalni medijatori i reaktivni Kisikovi
spojevi, ROS, ostecuju cjelovitost endotelne barijere. U izvanstani¢ni prostor se gube
intravaskularni proteini i plazma §to uzrokuje edem tkiva (slika 1.1). Oste¢enje endotela krvnih
zila procesom upale rezultira izlaganjem tkivnog ¢imbenika, TF, koji je glavni pokretac sustava

zgrusavanja. Oslobodeni TF pokrece kaskadnu reakciju aktivacije ¢imbenika zgruSavanja koji

a Endotel u zdravlju b Promjene na endotelu u sepsi
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Slika 1.1. Promjene na endotelu krvnih zila u upali
(prilagodeno prema Hotchkiss i sur. (12))

a Endotel krvnih zila u zdravlju je antikoagulantna povrsina. Cjelovitost endotelnoj barijeri omogucuje povrsinski
glikokaliks i ¢vrste veze (engl. Tight junctions) izmedu endotelnih stanica. b U sepsi dolazi do promjena koje
endotel Cine prokoagulantnom povrSinom. Citokini oslobodeni iz aktiviranih upalnih stanica pojacavaju upalnu
reakciju tako $to potiGu izraZaj adhezijskih molekula (ICAM) i selektina te poti¢u oslobadanje sadrzaja granula
neutrofila i oslobadanje ROS. Iz granula neutrofilnih granulocita oslobadaju se enzimi metaloproteaze koje
razgraduju ¢vrste veze i omogucuju leukocitima da procesom dijapedeze produ izmedu endotelnih stanica u tkiva.
Na ovaj nacin oStecuje se endotelna barijera i iz vaskularnog odjeljka gubi se tekuéina Sto uzrokuje edem tkiva.
Proupalni citokini i ostecenje endotela uzrokuju izlaganje tkivnog ¢imbenika, TF, na povr$ini endotelnih stanica
Sto aktivira ¢imbenik zgrusavanja VII i pokrece sustav zgruSavanja krvi. Na mjestu ozljede endotela nastaju
mikrougrusci koji blokiraju mikrocirkulaciju organa.

Kratice: ICAML1, adhezijske molekule (engl. Intercellular Adhesion Molecule); FVII, ¢imbenik zgrusavanja VII; IL-6,
interleukin-6; MHCII, molekule kompleksa histokompatibilnosti (engl. Major Histocompatibility Complex); NO, dusikov(II)
oksid; PGI2, prostaglandin 12; ROS, reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxygen Species); TF, tkivni faktor; TFPI,
inhibitor puta tkivnog faktora (engl. Tissue factor Pathway Inhibitor); TM, trombomodulin; t-PA, tkivni aktivator
plazminogena (engl. tissue Plasminogen Activator); TXA2, tromboksan A2 (engl. Tromboxane A2);
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dovode do stvaranja trombina — mocne serinske proteaze koja prevodi veliku koli¢inu
fibrinogena u fibrin 1 stvaraju se mikrougruSci. Nastali mikrougrusci mogu zacepiti
mikrocirkulaciju organa. Ovi procesi uzrokuju razvoj stanja diseminirane intravaskularne

koagulacije (DIK).

1.2.2. Imunosupresivna faza sepse

Ukoliko se ne uspostavi ravnoteza proupalnih i protuupalnih te prokoagulantnih i
protukoagulantnih sustava, sepsa ulazi u drugu fazu — fazu imunosupresije. Ova faza sepse
karakterizirana je potiskivanjem funkcija urodenog i steCenog imunoloskog sustava. U stanju
teske sepse 1 septiCnog Soka sustavno aktivirani upalni procesi s vremenom dovode do
iscrpljivanja stanica urodene i steCene imunosti i uzrokuju imunoparalizu koja vodi u stanje

imunosupresije (slika 1.2).
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Slika 1.2. Razvoj imunosupresivne faze sepse

(prilagodeno prema Hotchkiss i sur. (12))

Tijekom proupalne faze sepse dolazi do iscrpljivanja stanica urodene i steCene imunosti i pojacavaju se
kompenzatorni imunosupresivni mehanizmi. Pojacano oslobadanje nezrelih neutrofilnih granulocita,
reprogramiranje antigen predo¢nih stanica, APC, i makrofaga u fenotip M2 te aktivacija regulatornih T limfocita
rezultira poja¢anim oslobadanjem protuupalnih citokina. Na povrsini limfocita T aktiviraju se proteini koji pokrec¢u
apoptozu. U limfnim ¢vorovima apoptozom propadaju folikularne dendriticke stanice i limfociti B. Imunoloski
sustav gubi sposobnost uklanjanja patogena i sepsa ulazi u imunosupresivnu fazu. Opc¢a imunoparaliza, uz
viSestruko zatajenje organa i razvoj diseminirane intravaskularne koagulacije, cesto vodi u smrtni ishod sepse.
Kratice: APC, antigen predo¢ne stanice (engl. Antigen Presenting Cells); IL-10, interleukin-10; TGF-beta, transformirajuci
faktor rasta-beta (engl. Transforming Growth Factor-beta); PMN, polimorfonukleari; PD1, protein 1 programirane smrti (engl.
Programmed Death Protein 1).
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Protuupalni citokini

U imunosupresivnoj fazi sepse pojaCava se stvaranje i oslobadanje citokina s
imunosupresivnim  djelovanjem poput interleukina 4 (IL-4), interleukinal0 (1L-10),
interleukina 35 (1L-35) i transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta g (TGF-B) (15).

IL-10, poznat i po nazivu ¢imbenik inhibicije stvaranja citokina, najznacajniji je citokin
s protuupalnim djelovanjem. Stvaranje i oslobadanje ovog citokina u zdravlju je minimalno i
zahtjeva poticaj patogenih mikroorganizama. IL-10 je citokin s brojnim i razli¢itim u¢incima
na upalu i regulaciju imunoloskog odgovora. Jedna od glavnih znacajki u sepsi je sprjeCavanje
stvaranja proupalnih citokina TNF-a, interferona y (IFN-y), interleukina 2 (IL-2) i interleukina
3 (IL-3) koje proizvode proupalni makrofagi M1 i Thl limfociti. IL-10 potiskuje proupalne
funkcije Thl limfocita i makrofaga M1 fenotipa te potice diferencijaciju u TH2 fenotip i M2
fenotip koji imaju izrazeno imunosupresivno i obnavljaju¢e djelovanje (16). Istrazivanja su

pokazala da IL-10 potice sazrijevanje limfocita B i proizvodnju specifi¢nih protutijela (17).

Protuupalni citokini vazna su protuteza proupalnim mehanizmima, medutim, ukoliko
uzro¢nik upale jo$ nije uklonjen, izrazeno protuupalno djelovanje moze biti pogubno za

organizam.

1.2.3. Septi¢ni Sok

Sok je stanje uzrokovano poremeéenom prokrvljenosti tkiva i organa $to za posljedicu
ima smanjenu isporuku i upotrebu kisika u stanicama te smanjeno uklanjanje meduprodukata
metabolizma. Sok je posljednji fatalni dogadaj u mnogim bolestima (18). Prema Sepsis-3
definiciji septi¢ni Sok je definiran kao podvrsta sepse sa izraZzenim poremecajem stanicnog
metabolizma i cirkulacije koji znacajno povecavaju rizik smrtnog ishoda. Smrtnost septi¢nog

Soka doseze i do 40% (19).

Septi¢ni Sok se prepoznaje po ustrajnoj hipotenziji koja zahtjeva upotrebu vazopresora
kako bi se srednji arterijski tlak odrzao iznad 65 mmHg. Funkciju krvozilnog sustava narusava
I razvoj vazodilatacije koja je rezultat oste¢enja endotela i pojacanog oslobadanja dusikovog
(IT) oksida, NO. Smanjena prokrvljenost i produbljenje stanja vazodilatacije utjecu na opskrbu
tkiva kisikom i hranidbenim tvarima. Kao posljedica ovih zbivanja stani¢ni se metabolizam

mijenja iz aerobnog u anaerobni, §to se o€ituje porastom koncentracije laktata.



1.Uvod

Razvoj diseminirane intravaskularne koagulacije

Na ostec¢enom endotelu aktivira se sustav zgrusavanja i nastaju mikrougrusci. Prva faza
DIK-a je prokoagulantna faza u kojoj nastali ugrusci uzrokuju ishemiju, poremecenu
prokrvljenost 1 posljedicno oste¢enje organa. Opsezna aktivacija procesa zgruSavanja krvi
uzrokuje potro$nju trombocita i ¢imbenika zgrusavanja, $to pokreée drugu fazu DIK-a - fazu
fibrinolize. Faza fibrinolize ocituje se trombocitopenijom, znakovima potrosnje ¢imbenika
zgrusavanja te povecanom Kkoncentracijom razgradnih produkata fibrina, D-dimera.

Fibrinoliti¢ka faza DIK-a ima visoku smrtnost zbog opseznih krvarenja.

Visestruko zatajenje organa

U septi¢nom Soku Stetan utjecaj nekontrolirane upalne reakcije, hipotenzija i smanjena
prokrvljenost uzrokuju visestruko zatajenje organa, MODS (engl. Multiple Organ Dysfunction
Syndrom). Na smanjenu prokrvljenost i hipotenziju posebno su osjetljivi kapilarni endotel
glomerula bubrega, endotel pluénih alveola i jetrenih sinusoida. Nastanak mikrougrusaka i
smanjena prokrvljenost bubreznih krvnih zila uzrokuju nekrozu tubula i akutno bubrezno
zatajenje. OSteceni glomeruli gube funkciju filtracije krvi, §to rezultira oligurijom, porastom
koncentracije ureje i kreatinina u serumu, ali i zadrZavanjem otpadnih metabolita i1 toksina u

organizmu (20).

Povecana propusnost endotela pluénih kapilara uzrokuje premjeStanje plazme u
medualveolarni prostor. Nastali edem plu¢a onemogucuje normalnu funkciju alveola 1 izmjenu
plinova S§to uzrokuje stanje akutnog respiratornog distres sindroma, ARDS. Posljedi¢na
hipoksija 1 hiperkapnija dodatno otezavaju klini¢ko stanje pacijenta i zahtijevaju upotrebu

mehanicki potpomognute ventilacije.

U septicnom Soku hipotenzija, poremecena prokrvljenost i nastali mikrougrusci, ali i
hemoragija u kasnim fazama sepse, utjecu na funkciju gastrointestinalnog sustava. U tankom
crijevu mogu¢ je razvoj ileusa i submukoznog krvarenja. Poremecen krvotok u jetri uzrokuje
hepatocelularnu nekrozu, Sto se ocCituje porastom aminotransferaza u serumu, ali i gubitkom
metabolicke (povecana koncentracija bilirubina) 1 sintetske funkcije jetre (smanjena sinteza

proteina i ¢imbenika zgruSavanja).
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Hipotenziju i septi¢ni Sok dodatno produbljuje i depresija funkcije srca. Smanjena
prokrvljenost koronarnih arterija, uz izravan kardiotoksi¢ni ucinak citokina TNF-a i IL-1,

smanjuju ejekcijsku frakciju 1 kontraktilnost sr€anog misica (30).

Sepsa je karakterizirana i promjenama neuroloSkog statusa bolesnika koji je sve
izrazeniji kako se klini¢ka slika bolesti pogorSava. Razvojem bolesti javlja se letargija,

zbunjenost i delirij oboljelih pacijenata.

1.3. Upotreba vazopresora u sepsi
U terapiji sepse i septicnog Soka neophodno je povratiti i odrzati primjerenu
prokrvljenost tkiva. Smanjena prokrvljenost tkiva i vazodilatacija glavne su znacajke sepse koja
se komplicira u stanje septi¢nog Soka. Nastala vazodilatacija zahvaca kapilare, venule i arterije
te rezultira sustavnom hipotenzijom koja povecava rizik smrtnog ishoda sepse za 40-60% (22).
Mehanizmi razvoja vazodilatacije u sepsi obuhvacaju upalom blokirane mehanizme

vazokonstrikcije i pojacanu sintezu i oslobadanje medijatora s vazodilatacijskim u€inkom.

Glavni medijator vazodilatacije je NO koji se sintetizira u endotelu krvnih zila,
makrofagima, neutrofilima i drugim stanicama. Istrazivanja su dokazala da u sepsi, proupalni
citokini poput IL-1 i IL-6, aktiviraju enzim Kkoji sintetizira NO, NOS (engl. Nitro-oxid
synthasis) i uzrokuju sintezu i nagli porast koncentracije NO (23). Da bi se odrzao
zadovoljavaju¢i krvni tlak (MAP>65 mmHg), potrebna je terapija lijekovima koji imaju

vazokonstriktivan uc¢inak.

Vazopresori su skupina lijekova sa snaznim 1 brzim hemodinamskim ucincima. Dijele
se prema mehanizmu djelovanja na one koji ostvaruju i one koji ne ostvaruju adrenergicke
ucinke. Naj€eSce koriSteni vazopresori u terapiji septicnog Soka su kateholamini (noradrenalin,

adrenalin i dopamin) te vazopresin.

Kateholamini se sintetiziraju u postganglijskim zavrSetcima simpatikusa u srediSnjem
zivéanom sustavu (SZS) te u kromatofinim stanicama srzi nadbubreZne Zlijezde. Kateholamini
su simpatomimetici s izravnim djelovanjem na adrenergicke receptore. Poznata su tri tipa
adrenergickih receptora: alfa, a, beta, B i dopaminergicki, DA (24). U tablici 1.2. prikazana je

raspodjela adrenergickih receptora u organizmu i u¢inci njihove stimulacije.
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Tablica 1.2. Raspodjela adrenergickih receptora u organizmu i u¢inci njihove stimulacije

AdrenergiCki e Mehanizam Raspodjela | Uginak stimulacije
Receptor receptora
. Aktivacija Glatki. mi? ici S
o1 Gq protein f . krvnih zila Vazokonstrikcija
osfolipaze C o
Mokraéni sustav
@ Gi protein BI_Okil‘a_nje Centralni ziv€ani 32%2,{?235?“'(0%
adenilat ciklaze sustav
Pad krvnog tlaka
. Aktivacija protein Pozitivan inotropni i
B Gs protein kinaze C Sree kronotropni uéinak
Sirenje krvnih Zila i
bronha
Po cijelom Opustanje misica
B Gs protein AI_(tivagija organizmu, _ maternice, mjehura i
adenilat ciklaze posebno glatki | probavnog sustava
miSici bronha Smanjena agregacija
trombocita
Glikogenoliza
Lipoliza
Gs protein Aktivacija Bijelo i smede | PotroSnja energije
Bs Gi protein adenilat ciklaze masno tkivo Stvaranje topline u
misi¢ima

Djelovanje koje vazopresori ostvaruju preko ai receptora najznaajnije je u ostvarenju
vazokonstriktivnog u¢inka. Noradrenalin i adrenalin snazni su agonisti a1 receptora. Temeljem
randomiziranih kontroliranih pokusa i meta analiza, medunarodne smjernice za lijeCenje sepse
i septi¢nog Soka iz 2021. preporucuju noradrenalin kao vazopresor izbora u terapiji hipotenzije

u septicnom Soku (25).

Adrenalin se preporu¢a kao vazopresor druge ili trece linije (25). Uz vazokonstriktivan
ucinak koji ostvaruje djelovanjem na ai adrenergicke receptore, adrenalin ostvaruje i snazan
inotropni u¢inak na rad srca preko PB1 receptora. lako meta analize nisu pokazale prednost
udruzene terapije noradrenalina i dobutamina u odnosu na monoterapiju adrenalinom (26), zbog
znacajnog ucinka na B1 receptore terapija adrenalinom se viSe preporuca kod bolesnika s
poremec¢enom funkcijom u radu srca. Medutim, adrenalin ima znacajne nuspojave poput
aritmija 1 povecanja koncentracije laktata u krvi Sto dodatno oteZava klinic¢ko stanje bolesnika

sa septi¢nim Sokom.

Dopamin je u proslosti koriSten kao vazopresor prvog izbora u terapiji vazodilatacije u
septicnom Soku, medutim novije studije dokazale su ve¢i rizik od aritmija i ve¢u smrtnost u
odnosu na noradrenalin (27-28). Upotreba dopamina preporuca se samo u slu¢aju bolesnika s

bradikardijom.
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Vazopresor koji ne ostvaruje adrenergicki u¢inak je arginin vazopresin (AVP), poznat i pod
nazivom antidiuretski hormon. AVP je peptidni hormon neurohipofize. Vazokonstrikciju i
odrzavanje krvnog tlaka omogucuje preko Vi receptora koji se nalaze na glatkim misi¢ima
krvnih Zila. Istrazivanja su pokazala da pad krvnog tlaka za 20% uzrokuje porast koncentracije
AVP 30 puta (29). AVP i analozi su vazopresori druge linije jer nema snaznog dokaza o
prednostima njihove rane upotrebe na brze postizanje zeljenog MAP u odnosu na noradrenalin
(30). Najnovije smjernice preporucaju uklju¢ivanje AVP-a uz terapiju noradrenalinom, ukoliko

se monoterapijom noradrenalinom ne moze posti¢i zadovoljavaju¢i MAP (31).

1.4. Upotreba invazivne mehanicke ventilacije u sepsi
Mehanic¢ka ventilacija jedna je od najceS¢e koriStenih mjera potpore kod kriti¢no
bolesnih pacijenata. Randomizirani kontrolirani pokusi i studije zapazanja dokazuju da je sepsa,
a posebno septi¢ni ok, najées¢i uzrok razvoja ARDS-a (32). Sepsom uzrokovan ARDS teska
je komplikacija povezana sa znacajnom smrtnosti koja u nekim zemljama doseze i do 50% (33).
Pacijenti s ARDS-om, kojega je uzrokovala sepsa, imaju izraZeniju hipoksiju i poremecaj

disanja te manju uspjesnost ukidanja mehanicki potpomognute ventilacije.

ARDS je heterogeni sindrom i moze se razviti razliitim mehanizmima. Patologija
razvoja ukljucuje poveéanu propusnost endotela pluénih kapilara i alveola. U sepsi je najcesce
uzrokovan oste¢enjem pluénog tkiva zbog sustavne upalne reakcije. U proupalnoj fazi sepse
proupalni citokini i stanice uzrokuju oSte¢enje alveolarno-kapilarne barijere. Zbog njezine
povecane propusnosti upalne stanice 1 proteinima bogata plazma premjesStaju se u alveole 1
uzrokuju njihov otok. Difuzno oSte¢enje alveola smatra se histoloSkim obiljezjem prve akutne
faze ARDS-a. Upala uniStava alveolarne epitelne stanice procesima nekroze $to uzrokuje

gubitak funkcionalne barijere.
Glavni ciljevi potpomognute ventilacije u sepsi 1 septiénom Soku su:

e Odrzavanje oksigenacije tkiva i organa
e Optimizacija funkcije krvozilnog sustava

e Smanjenje oStec¢enja organa zbog sepsom uzrokovane hipoksije

Potpomognuta ventilacija dijeli se na neinvazivnu i invazivnu mehanicku ventilaciju
(IMV). Neinvazivna ventilacija koristi se samo kod bolesnika koji diSu spontano. Istrazivanja

su pokazala da je odgadanje intubacije i uvodenja IMV kod pacijenata s ARDS-om povezano s
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vec¢om smrtnosti (34-35). U istrazivanju o kriterijima i uvjetima uvodenja IMV kod septi¢nih
bolesnika s ARDS-om, koje je ukljucivalo 30 zemalja, zaklju¢eno je da je intubaciju potrebno
uvesti kod bolesnika s neuroloskim (vrijednost Glasgowske skale kome (GCS) < 8, nemir i

smetenost) i respiratornim Kriterijima (cijanoza, ubrzano disanje, ARDS) (36).

Mehanicki ventilatori dijele se na uredaje koji kontroliraju volumen i uredaje koji

kontroliraju tlak. Nacini izvodenja IMV prikazani su u tablici 1.3.

Tablica 1.3. Nacini izvedbe invazivne mehanicke ventilacije

VOLUMNO KONTROLIRANA VENTILACIJA

AJC (engl. Assist-Control Mode)

e Najjednostavniji oblik mehanicke ventilacije

e Pokusaj udisaja bolesnika iznad definiranog praga osjetljivosti pokrece isporuku
zadanog volumena kisika

o Ukoliko bolesnik ne pokrene proces dovoljno ¢esto, uredaj sam preuzima proces
disanja

SIMV (engl. Synchronized Intermittent Mandatory Ventilation)

e Uredaj omogucuje udahe definirane ucestalosti i volumena koji su vremenski
uskladeni s udasima bolesnika

TLACNO KONTROLIRANA VENTILACIJA

PCV, tla¢no kontrolirana ventilacija (engl. Pressure-Control Ventilation)

e Svakim pokuSajem udaha bolesnika koji je veéi od definiranog praga osjetljivosti
uredaj isporucuje punu tla¢nu potporu i automatski odrzava frekvenciju disanja

PSV, tla¢no potpomognuta ventilacija (engl. Pressure-Supported Ventilation)

e Svaki udah potaknut je disnim pokretima bolesnika

o Ova opcija rada obi¢no se primjenjuje kod odvajanja bolesnika od invazivne
mehanicke ventilacije

CPAP, stalni pozitivni tlak zraka (engl. Continous Positive Airway Pressure)

e Uredaj isporucuje isti tlak zraka tijekom cijelog disnog ciklusa

Komplikacije IMV mogu se javiti kao posljedica intubacije (suzenje traheje, ozljede
glasnica, traheovaskularne fistule, infekcije, sinusitis) te kao posljedica same mehanicke
ventilacije (pneumotoraks, hipotenzija, ozljeda pluca izazvana potpomognutom ventilacijom)

(37). Najbolji nacin da se ove komplikacije izbjegnu je podesavanje i ograni¢enje trajanja IMV.

12
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1.5. Biokemijski biljezi upale
U svakodnevnom klini¢kom radu izazov je rano prepoznati trenutak kada infekcija
postaje sustavna 1 imunoloSki sustav na nju pokreCe pretjeranu reakciju. Iako se vec
desetlje¢ima traga za idealnim biljegom sa zadovoljavaju¢om dijagnostickom osjetljivosti i
specificnosti u sepsi, svi do sada poznati biokemijski biljezi nisu u potpunosti zadovoljili
zeljene kriterije. Glavna uloga poznatih biokemijskih biljega je u prognozi teskog oblika sepse

1 septi¢nog Soka te nezeljenih komplikacija 1 ishoda bolesti poput:

e smrtnog ishoda sepse
e vremena lijeCenja u bolnici

e vremena i uspjeSnosti upotrebe antibiotika.

Smjer promjene koncentracije biokemijskih biljega upale te odredivanje grani¢nih

vrijednosti omoguéuje pravovremeno donosSenje odluke o nacinu lijeCenja i sprjecavanju

nezeljenih ishoda (38-39).

1.5.1. C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutne faze upale i vaZan element urodene
imunosti. Sintetizira se u jetri na poticaj proupalnih citokina. Porast koncentracije CRP-a javlja
se ve¢ za 6h od razvoja upale, a vrSnu koncentraciju postize za 48h. Intenzitet porasta
koncentracije CRP-a u krvotoku prati intenzitet upalnog procesa, zbog ¢ega koncentracija ovog
proupalnog proteina moze porasti i do 100 puta iznad normalne vrijednosti (52). Na mjestu
ostecenja tkiva, CRP se veZe na razne patogene, posebno bakterije, I procesom opsonizacije

olakSava njihovo uklanjanje iz organizma

Iako je najces¢e koriSteni biljeg upale, najveé¢i nedostatak CRP-a je njegova
nespecificnost. Porast CRP-a javit ¢e se u sluaju upale i oSte¢enja tkiva uzrokovanog
bakterijama, gljivicama i virusima, ali i neinfektivnim stanjima poput traume, pankreatitisa,

malignih bolesti i sli¢no.

CRP ima vaznu ulogu u otkrivanju infekcija koje su anatomski zatvorene 1 ne mogu se
lako dokazati mikrobioloskim metodama. IstraZivanja su pokazala da je CRP povezan s tezinom
klinickog stanja u sepsi te se pracenjem promjene nhjegove koncentracije prati odgovor na
terapiju antibioticima (41). CRP se pokazao i kao biljeg rizika razvoja teskog oblika sepse i

septi¢nog Soka i potrebe prijema bolesnika u jedinice intenzivnog lijecenja (JIL) (42).
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1.5.2. Prokalcitonin

U zadnjih 20 godina prokalcitonin (PCT) je najvise istrazivani biomarker sepse. U
fizioloSkim uvjetima PCT se sintetizira u C-stanicama Stitnjace kao prohormon kalcitonina. U
zdravlju je njegova koncentracija u krvotoku vrlo niska. U bakterijskoj upali i sepsi aktivira se
inace neaktivan gen za sintezu PCT-a i u drugim organima i ne-endokrinim stanicama. Sintezu
PCT-a izravno poti¢u cirkuliraju¢i endotoksini bakterija, ali i proupalni citokini poput IL-6 i
TNF-a. Koncentracija PCT-a u krvotoku moze porasti i do 1000 puta (43). Porast koncentracije
PCT-a u bakterijskim infekcijama javlja se ve¢ 3-5h od aktivacije upale, a vr$nu koncentraciju

dostize za 24-36h. Poluvrijeme zivota PCT-a u plazmi je 25-35h (40).

Bioloska funkcija PCT-a u upali nije joS potpuno jasna, ali je dokazano da je povezan s
poveéanom smrtnosti u sepsi. Najizrazeniji porast PCT-a javlja se u bakterijskim infekcijama,
sepsi 1 septicnom Soku. Medutim, kao i kod CRP-a, povecéanje koncentracije PCT-a javlja se i
u upalama koje nisu uzrokovane bakterijama, poput toplinskog udara, opeklina, pankreatitisa i
citokinske oluje. U usporedbi s CRP-om, PCT je bolji prognosticki pokazatelj tezine infekcije
i poremecaja funkcije organa (44). Brojna istrazivanja pokazala su vaznu ulogu PCT-a u
praéenju uspjesnosti antibiotske terapije i smanjenje nepotrebnog izlaganja pacijenta
antibioticima (45-46). PCT je prognosticki biljeg smrtnog ishoda. U istrazivanju Jaina i sur.

pacijenti s vrijednostima PCT >7 pg/L imali su 2.6 puta veéi rizik od smrtnog ishoda (47).

1.5.3. Interleukin-6

IL-6 je citokin koji predominantno ostvaruje proupalne ucinke, iako je dokazano i
njegovo protuupalno djelovanje. Sintetiziraju ga brojne stanice poput makrofaga, monocita,
endotelnih stanica, fibroblasta, limfocita T i adipocita. IL-6 je vazan rani medijator razvoja
upalne reakcije i dionik mehanizama urodene imunosti. U upali IL-6 u SZS potite sintezu
prostaglandina E2 u hipotalamusu, §to uzrokuje porast tjelesne temperature. U jetri IL-6 potice
pojacanu sintezu i oslobadanje reaktanata akutne faze upale. Porast koncentracije IL-6 javlja se
ve¢ unutar 1-2h od pocetka upale, $to ¢ini IL-6 jednim od najranijih biljega akutne upalne
reakcije (48). Medutim, koncentracije IL-6 moZe porasti i u traumama, sréanom udaru,
autoimunim i malignim bolestima te nakon operativnih zahvata, $to smanjuje specificnost IL-6

u dijagnostici sepse.

Kao 1 ostali poznati biljezi upale, povecana koncentracija I[L-6 ¢imbenik je rizika za

razvoj sepse 1 septi€nog Soka, tezinu klinickog stanja, vrijeme boravka u bolnici i reakcije na
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terapiju. Novija istrazivanja dokazala su prognosticku ulogu IL-6 u predvidanju prezivljenja
oboljelih od sepse i septicnog Soka unutar 48h od prijema u JIL. Pacijenti koji su razvili septi¢ni

Sok, imali su vecée vrijednosti IL-6 u serumu koje su se zadrzale kroz duZi period pracenja (49).

1.5.4. Leukociti

Leukocitima nazivamo sve stanice u krvi koje imaju jezgru. Ove stanice ¢ine osnovu
imunoloskog sustava i dio su urodenih i steCenih mehanizama obrane. Glavna funkcija
monocita 1 neutrofila je fagocitoza uzro¢nika bolesti 1 oSte¢enog tkiva. Dodatna vazna uloga
monocita i makrofaga je predoCenje antigena uzro¢nika bolesti na povrsini membrane. Takve

antigene prepoznaju limfociti T i B koji pokrecu reakcije steCene imunosti.

Porast broja leukocita u krvotoku jedan od najstarijih biljega upale. U zdravlju tek mali
udio leukocita cirkulira krvlju, a vecina je priljubljena uz endotel krvnih zila i uskladistena u
kostanoj srzi, odnosno limfaticnim tkivima. U upali se brzo oslobadaju u krvotok i odlaze u
tkiva. Poluvrijeme Zivota leukocita u krvotoku je tek 6-8h. Kod teske upalne reakcije, kakva je

sepsa, leukociti poput neutrofila i monocita brzo odumiru i uklanjaju se iz tkiva.

Prve smjernice iz 1992. ukljucivale su leukocite u definiciju SIRS-a (Tablica 1.1).
Odredivanje ukupne koncentracije leukocita je brza, jednostavna i lako dostupna pretraga koja
moze postaviti sumnju na razvoj upale kod bolesnika. Medutim, ukupna koncentracija leukocita
nema dovoljnu specifi¢nost za postavljanje dijagnoze sepse ili septi¢nog Soka. Oboljeli od sepse

mogu imati normalnu ukupnu koncentraciju leukocita u krvi (62-63).
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1.6. Endokanabinoidni sustav

Endokanabinoidni sustav (ECS) je slozen, evolutivno konzerviran sustav koji je
dokazan i u nizim organizmima poput biljaka, obli¢a i gljiva (52). Naziv ovog sustava potjece
od kanabinoida biljke Cannabis sativa ¢ija je upotreba poznata ve¢ vise od 6000 godina. U
staroegipatskoj, kineskoj, indijskoj i srednjoisto¢noj kulturi biljka Cannabis sativa
upotrebljavala se u medicinske svrhe za lijecenje zatvora, boli, poremecaja spavanja, malarije i
povisene tjelesne temperature. Prije razvoja sintetskih lijekova i zapadna medicina koristila je
kanabinoide kao antikonvulzive, antiemetike, analgetike i imunosupresive (53). lako je
djelovanje kanabinoida poznato veé tisuéljeéima, strukture fitokanabinoida, posebno A°-
tetrahidrokanabinola (THC) i kanabidiola (CBD), otkrivene su tek 1960. Budu¢i da su
istrazivanja strukture fitokanabinoida dokazala njihovu stereospecifi¢nost (54), bilo je jasno da
svoje ucinke ostvaruju djelujuéi na specifiéne receptore. Krajem ’80. i pocetkom *90. godina
proslog stoljeca otkriveni su receptori koji su nazvani kanabinoidni receptori i njihova
prisutnost dokazana je 1 kod ljudi. Otkri¢e kanabinoidnih receptora otvorilo je nova znanstvena
pitanja: ako u organizmu postoje receptori, koje se endogene molekule vezu na njih i1 koje su
njihove uloge i ucinci u zdravlju i bolesti? Ve¢ 1992. otkriven je arahidonoiletanolamid, nazvan
anandamid, a potom i 2-arahidonoilglicerol (2-AG) (55-56). Otkri¢em enzima koji sudjeluju u

njihovoj sintezi i razgradnji uspostavljen je ECS, novi sustav u ljudskom organizmu.
ECS ¢ine tri osnovna elementa:

e Dbioaktivni lipidni medijatori — endokanabinoidi
e proteini i enzimi koji sudjeluju u sintezi, transportu i razgradnji
endokanabinoida

e kanabinoidni receptori.

1.6.1. Endokanabinoidi

Anandamid i 2-AG smatraju se glavnim predstavnicima endokanabinoida. Izravni su
agonisti kanabinoidnih receptora, najvise istrazivani i prvi otkriveni endokanabinoidi. Naziv
anandamid dolazi od sanskritske rije¢i ,,ananda“ $to znaéi blazenstvo, spokoj, i kemijske
strukture amida (52). Anandamid je etanolamid arahidonske kiseline i dio je obitelji N-acetil-
etanolamina (NAE). Struktura endokanabinoida prikazana je na slici 1.3.
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Slika 1.3. Struktura endokanabinoida anandamida i 2-arahidonoilglicerola
(kreirano u programu ChemSkech)

Sinteza endokanabinoida je strogo regulirana i odvija se tek po potrebi u gotovo svim
stanicama organizma. Anandamid se sintetizira iz membranskog fosfolipida N-acil-fosfatidil-
etanolamina (NAPE), kao nosioca etanolaminske skupine, i iz arahidonske kiseline. Reakciju
sinteze omogucuje citoplazmatski enzim N-acil-fosfatidil-etanolamin specifi¢na fosfolipaza D
(NAPE-PLD). Reakcija ne zahtjeva potro$nju energije, ali je ovisna o kalciju. Glavni enzim
odgovoran za razgradnju anandamida je serinska hidrolaza amida masnih kiselina, FAAH (engl.
Fatty Acid Amide Hydrolase). FAAH je enzim vezan na stani¢nu membranu i membrane
stani¢nih organela. Anandamid se djelovanjem FAAH enzima razgraduje na etanolamin i
arahidonsku kiselinu (57). Anandamid moze biti supstrat i citokrom P450 enzimima,
ciklooksigenazi-2 (COX-2) i lipooksigenazi (LOX). U upali ovi enzimi oslobadaju iz
anandamida arahidonsku kiselinu potrebnu za sintezu prostaglandina i leukotriena (58).

2-AG je drugi otkriveni endokanabinoid, agonist kanabinoidnih receptora. 2-AG je ester
arahidonske kiseline i1 glicerola i najzastupljeniji je endokanabinoid u naSem organizmu. U
krvotoku je koncentracija 2-AG do 10 puta veéa, a u SZS-u i do 170 puta veéa od koncentracije
anandamida (59). Opisano je nekoliko biosintetskih putova 2-AG od kojih je najzastupljeniji
sinteza 2-AG iz 1,2-diacilglicerola (DAG), koji sadrzi dvije molekule arahidonske kiseline.
Djelovanjem enzima diacilglicerol lipaze (DAGL), koja specificno hidrolizira arahidonsku
kiselinu na poziciji jedan, nastaje 2-AG. Koncentracija 2-AG u SZS i perifernim tkivima
regulira se pomocu nekoliko razli¢itih enzima. Najzastupljeniji je metabolicki put razgradnje
pomocu serinske hidrolaze monoacilglicerol lipaze (MAGL), kojom se metabolizira oko 85%
2-AG. MAGL hidrolizira 2-AG na arahidonsku kiselinu i glicerol (57). Kao i anandamid, 2-AG
se moze metabolizirati pomocu COX 1 LOX oksidaza. Ovaj metabolicki put izrazeniji je u upali

I povezuje sustav prostaglandina i leukotriena sa ECS (58).
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Endokanabinoidi su lipofilne molekule i zahtijevaju posebne prenosioce unutar i izmedu
stanica te u krvotoku. S unutarstani¢ne i izvanstani¢ne strane membrane endokanabinoidi se
prenuse unutar struktura ,,lipidnih splavi® (engl. Lipid rafts), vezuéi se na kolesterol i ceramide.
Izmedu stani¢nih odjeljaka unutar stanice, endokanabinoidi se prenose vezani na protein
toplinskog Soka 70, Hsp70 (engl. Heat shock protein 70), a u krvotoku vezani na albumin. U
jetri se prenose vezani na protein-1 koji veze masne kiseline, FABP1 (engl. Fatty acid-binding
protein 1) (60-61).

1.6.2. Kanabinoidni receptori

Dva glavna receptora ECS otkrivena su tijekom istrazivanja ucinaka fitokanabinoida
THC-a i CBD-a i nazvani su kanabinoidni receptor 1 i 2 (CB1R i CB2R). Ovi receptori
pripadaju superobitelji GPC receptora (engl. G-protein coupled receptor), ¢ija je glavna zadaca
prevesti izvanstani¢ne podrazaje u unutarstanicni signal te tako omoguciti odgovor stanice na
vanjske podrazaje. Kanabinoidni receptori su transmembranski proteini Koji su s unutarstani¢ne
strane zdruzeni s G-proteinima, bilo inhibicijskim Gia- ili aktivacijskim Gsa-proteinima (62).
Vezanjem endokanabinoida na kanabinoidne receptore u stanici se blokira izrazaj specifi¢nih
gena i sinteza ciljnih proteina. Isto tako, aktivacija kanabinoidnih receptora moze mijenjati
aktivnost kalijskih i kalcijskih kanala. Promjena koncentracije ovih elektrolita ima za posljedicu

hiperpolarizaciju membrane neurona, $to smanjuje njihovu podrazljivost (63).

CB1R je najzastupljeniji GPC receptor u ljudskom zivéanom sustavu. NeZeljene
psihoaktivne u¢inke THC ostvaruje upravo djeluju¢i na CB1R. Ovi receptori rasprostranjeni su
po cijelom SZS-U i gotovo svim tkivima u organizmu, iako u puno manjoj mjeri nego u SZS.
CB1R receptori smjesteni su na presinaptickoj membrani i njihova aktivacija uzrokuje
postsinapticku inhibiciju jer sprjecava oslobadanje neurotransmitera (64). Djelujuc¢i na CBIR
u SZS endokanabinoidi moduliraju kognitivne i motori¢ke funkcije, paméenje i osjet boli.
Izoforma CB1R, koja nastaje posttranslacijskim uklanjanjem 33 aminokiselina s N-terminalnog
kraja proteina, izraZzena je izvan SZS, posebno na stanicama jetre, gusterade, masnog tkiva,

misi¢ima te posebno srcu, endotelu i glatkim misi¢ima krvnih zila (52).

CB2R prvenstveno se nalaze na stanicama imunolo$kog sustava i krvotvornim
stanicama, iako je njihova prisutnost dokazana na gotovo svim stanicama organizma. Prisutnost
ovih receptora dokazana je i u SZS, medutim preko njih se ne ostvaruje psihoaktivno djelovanje

THC-a (65). Rasprostranjenost kanabinoidnih receptora u organizmu prikazana je na slici 1.4.
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Slika 1.4. Rasprostranjenost kanabinoidnih receptora u organizmu

(Kratice: SZS, sredi$nji ivéani sustav; PZS, periferni Zivéani sustav; GIT, gastrointestinalni trakt)

Najvise CB2R dokazano je na povrSini limfocita B, potom NK-stanicama, monocitima,
neutrofilima, citoksi¢nim i pomagackim T limfocitima. Intenzitet izrazaja ovisan je o vrsti
medijatora koji aktivira stanicu 1 stanju aktivacije stanice. Zbog zna¢ajnog izraZaja na stanicama
steCene 1 urodene imunosti, CB2R imaju vaznu ulogu u funkciji i modulaciji imunoloskog

sustava (66).

Anandamid je djelomi¢ni agonist CBIR na koji se veze velikim afinitetom, dok na
CB2R gotovo da nema ucinka. 2-AG je puni agonist oba kanabinoidna receptora, ali se na njih

veze slabijim afinitetom nego anandamid na CB1R (67).

Osim CB1R i CB2R, u ECS se danas ubrajaju i drugi receptori. TRPV1 receptori (engl.
Transient receptor potential vanilloid 1 channel) nalazi se unutar stanica i veZe oba
endokanabinoida. Najznacajniji izrazaj ovog receptora uocen je na osjetilnim ziv€anim
stanicama, epitelnim i endotelnim stanicama te stanicama imunoloskog sustava (68). Receptori
iz obitelji GPR receptora (engl. Orphan G protein-coupled receptor) takoder se aktiviraju
vezanjem endokanabinoida. Najpoznatiji je GPRS5S5 receptor i smatra se tre¢im kanabinoidnim
receptorom. Ovaj je receptor strukturom slican kanabinoidnim receptorima, ali za razliku od
njih, veze iskljucivo Gauzsz protein i potice sazrijevanje i aktivaciju stanica. GPR55 receptori

izolirani su iz SZS, nadbubrezne Zlijezde, probavnog sustava, masnog tkiva 1 stanica
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imunoloskog sustava (69). Endokanabinoidi su agonisti PPARa receptora (engl. Peroxisome
proliferator-activated receptor «) koji se nalaze u jezgri stanice. Vezuci se na ove receptore,
endokanabinoidi moduliraju izrazaj gena te tako utjecu na metabolizam i ostvaruju protuupalne

i neurozastitne ucinke (70).

1.6.3. Endokanabinoidi u sepsi
Otkric¢e vazne uloge ECS-a u moduliranju imunoloskog odgovora i regulaciji funkcije

endotela u upali, pokrenulo je istrazivanja uloge ECS-a u sepsi.

U ranoj proupalnoj fazi ocekivano pozitivno djelovanje mehanizama regulacije
imunoloskog odgovora je utiSavanje upalnog procesa. Istrazivanja na modelima sepse pokazala
su da endokanabinoidi djeluju imunosupresivno i povecavaju uklanjanje bakterija fagocitozom
u neutrofilnim granulocitima i makrofagima (71). Ovakvo djelovanje istovremeno smanjuje
ostecenje tkiva uzrokovano upalom, ali i regulira intenzitet imunoloSkog odgovora u sepsi.
UtiSavanje 1 sprjecavanje da upalni proces izmakne kontroli, endokanabinoidi omogucuju 1
izravnim djelovanjem na smanjeno oslobadanje proupalnih citokina te poticanjem oslobadanja

protuupalnog citokina I1L-10 iz Treg limfocita (72).

Protuupalno djelovanje u sepsi endokanabinoidi ostvaruju preko CB2R, medutim njihov
ucinak je ovisan o tezini sepse. U proupalnoj fazi sepse, misevi koji nisu imali CB2R imali su
vecu smrtnost u sepsi u odnosu na divlji tip. Medutim, u Zivotinjskom modelu septi¢nog Soka
misevi koji nisu imali CB2R imali su manju smrtnost od divljeg tipa, buduci da su imali manju
koncentraciju protuupalnog citokina IL-10 u krvi i crijevima. Uz apoptozu limfocita T i B,
nastala imunosupresija smanjila je uklanjanje bakterija i posljedi¢no rezultirala veéim
ostecenjem tkiva i smrtnim ishodom divljeg tipa misSeva (73). Istrazivanja su pokazala da
aktivacija CB2R u ranoj proupalnoj fazi sepse kontrolira izvor upale 1 sprjecava njezino daljnje
Sirenje 1 oStecenje tkiva. Medutim, u kasnoj imunosupresivnoj fazi sepse i u septicnom Soku,

djelotvornije bi bilo blokirati imunosupresivno djelovanje ECS.

Na zivotinjskom modelu sepse dokazan je i antioksidativni u¢inak ECS-a. U sepsi su
makrofagi i neutrofili glavni izvori ROS i RNS (engl. Reactive nitrogen species). Smanjujuci
aktivaciju i pokretljivost neutrofila, endokanabinoidi smanjuju stvaranje ROS i RNS. Osim

toga, ECS izravno djeluje na enzime koji sudjeluju u nastanku slobodnih radikala (74).

Pretjerana upalna reakcija u pluénom tkivu uzrokuje razvoj ARDS-a i posljedi¢no

ostecenje ostalih organa te povecani rizik od potrebe za uvodenjem IMV. Endokanabinoidi,
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koji djeluju imunosupresivno i smanjuju pretjerano oslobadanje citokina, ostvaruju zastitno

djelovanje na plucno tkivo (75-76).

Mnoga istrazivanja pokazala su da CB1R imaju vaznu ulogu u razvoju hipotenzije u
sepsi. Posto je hipotenzija jedan od znacajnijih patofizioloskih dogadaja u razvoju septicnog
Soka, upravo je taj u¢inak jedan od glavnih razloga zaSto nema in vivo studija o djelovanju
endokanabinoida u humanoj sepsi. CB1R nalaze se na presinaptickoj membrani Zivaca
simpatikusa i njihova aktivacija uzrokuje pad krvnog tlaka. CB1R se smatraju razlogom razvoja
hipotenzije koja je otporna na terapiju noradrenalinom. Na zivotinjskom modelu septicnog Soka
s izrazenom hipotenzijom dokazano je da antagonisti CB1R uzrokuju porast krvnog tlaka, bolju

arterijsku oksigenaciju i smanjenje koncentracije laktata u krvi (77).

Djelovanje ECS u sepsi ovisno je o koncentraciji endokanabinoida, receptoru preko
kojega se ostvaruje u¢inak te proupalnoj, odnosno imunosupresivnoj fazi sepse. lako su brojni
dokazi o njihovom protuupalnom i moguéem zastitnom djelovanju u proupalnoj fazi sepse,
vecina ovih istraZzivanja provedena je na Zivotinjskim i stanicnim modelima sepse. Ti modeli
nisu dovoljno slozeni, niti homogeni da bi se na temelju njih ispravno procijenila uloga ECS-a
u organizmu ¢ovjeka. Vrlo je malo spoznaja o ulozi, promjenama i mogucoj dijagnosti¢koj i

prognostic¢koj ulozi ECS u ljudi oboljelih od sepse.
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je:

Endokanabinoidi anandamid i 2-AG su ¢imbenici rizika za pojavu komplikacija i

smrtnog ishoda oboljelih od sepse.
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3. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Ispitati razlike u koncentraciji endokanabinoida anandamida i 2-AG kod oboljelih od
sepse po prijemu i otpustu.

2. lspitati povezanost anandamida i 2-AG s biljezima aktiviranih stanica imunoloskog
sustava u pacijenata oboljelih od sepse (proupalnim citokinom, interleukinom-6 i
protuupalnim citokinom, interleukinom-10 te leukocitima, C-reaktivnim proteinom i
prokalcitoninom).

3. Ispitati prognosticku ulogu anandamida 1 2-AG u prepoznavanju neZeljenih ishoda

lijecenja i komplikacija sepse.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije
Studija je ustrojena kao prospektivno kohortno istrazivanje i provedena je u Klini¢kom

bolni¢kom centru Osijek u razdoblju od svibnja 2018. do travnja 2019.

Istrazivanje je provedeno nakon odobrenja Etickog povjerenstva Klini¢kog bolnickog
centra Osijek (broj: R2-6782/2018.) i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek
(klasa: 602-04/21-08/07, broj: 2158-61-07-21-04).

Studija je organizirana i izvedena prema uputama CLSI GP45-A smjernica objavljenih

2004. godine o ispitivanju ishoda bolesti (78).

4.2. Ispitanici
U istrazivanje je ukljuceno 106 ispitanika. Prikupljeni su uzorci krvi pacijenata sa
sumnjom na sepsu, koji su na lije¢enje primljeni putem ambulantnog prijema i potom lijeceni
na Klinici za infektologiju i Odjelu za pulmologiju i intenzivno lijeCenje internistickih
bolesnika, Klinike za internu medicinu Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Pacijenti su praceni
tijekom hospitalizacije 1 samo oni kojima je po zavrSetku lijeenja potvrdena dijagnoza sepse

ili septi¢nog Soka ukljuceni su u istraZivanje.
Ispitanicima su sepsa ili septi¢ni Sok potvrdeni:

a) mikrobioloski

b) klini¢ki, ukoliko je mikrobioloski nalaz bio negativan.

Iz istraZivanja su iskljuceni pacijenti mladi od 18 godina, pacijenti bez potvrdene
dijagnoze sepse ili septi¢nog Soka, pacijenti koji su premjeSteni na lije€enje u drugu ustanovu,
pacijenti oboljeli od hemato-onkoloskih bolesti te pacijenti koji su tijekom hospitalizacije imali

operativni zahvat.
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Tijekom istrazivanja pratili su se slijedeci ishodi:

1. ishod lije¢enja (smrtni ishod ili prezivljenje)
2. pokazatelji komplikacija i tezine bolesti

a) razvoj septi¢nog Soka

b) potreba za mehanickom ventilacijom

c) potreba za terapijom vazopresorima.

Ispitanici uklju€eni u istrazivanje podijeljeni su u dvije skupine ovisno o ishodu lijecenja:
skupinu ispitanika s negativnim ishodom lijeCenja, odnosno smrtnim ishodom (N=53) 1 skupinu
s pozitivnim ishodom lijecenja, poboljSanjem klinicke i laboratorijske slike upale 1 otpustom s
bolni¢kog lijeCenja Sto je definirano kao ishod prezivljenja (N=53). Kako bi snaga prognosticke
uloge endokanabinoida bila veca, dvije skupine imale su jednak broj ispitanika. Algoritam

ukljucenja ispitanika u istrazivanje prikazan je na slici 4.1.

[ Sumnja na sepsu (N=642) ]

IskIJucemhoIesm-:l
= | bez dijagnoze sepse (402)
doh % 18 godina (72)

[ Potvrdena dijagnoza sepse (N=168) ]

ﬂ@

[ Bolesnici s dijagnozom sepse ukljuéeniuistraZivanje (N=106) ]

1

[ Ishod - preiivljenje(N=106) ]

1 l

[ prefivieli (N=53) | [ Preminuli (N=53) |

nepotpuni podatci ili nedostatak uzorka krvi (59)
transfer u drugu zdravstvenu ustanovu (3)

Iskljugeni bolesnici: J

Slika 4.1. Algoritam uklju¢enja ispitanika u istrazivanje

Uzorci krvi ispitanika prikupljeni su po prijemu na lijeCenje. Za svakog ispitanika
prikupljena su 3 ml venske krvi u epruvetu s EDTA antikoagulansom i 3 ml krvi u epruvetu s
trombinom bez antikoagulansa (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, New Jersey, SAD). Ispitanicima s pozitivnim ishodom lije¢enja (ishod preZivljenja)
prikupljen je isti volumen uzoraka venske krvi po oporavku i otpustu s lijecenja. U istrazivanju
su iskoriSteni uzorci krvi uzorkovani u svrhu rutinske laboratorijske dijagnosticke obrade te

istrazivanje nije predstavljalo nikakav dodatan rizik za ispitanike. Unutar dva sata od zavrSetka
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zatrazene laboratorijske dijagnosticke obrade, uzorci krvi su centrifugirani 10 min na 1370g
(centrifuga Hettich 320R, Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka). Odvojena su dva

alikvota EDTA-plazme i tri alikvota seruma te su zamrznuti na -20°C do analize.

4.3. Metode

4.3.1. Podatci iz medicinske dokumentacije

Iz medicinske dokumentacije preuzeti su sljedeci podatci:

a) Dob i spol ispitanika
b) Pridruzene bolesti
¢) Podatci iz klini¢kog nalaza po ambulantnom prijemu:
o tjelesna temperatura, °C
e tjelesna masa, kg
e Dbrzina rada srca, broj otkucaja/min
e Dbrzina disanja, broj udaha/min
e krvni tlak izrazen kao srednji arterijski tlak (engl. Mean Arterial Pressure, MAP)

izraCunat prema formuli:

sistoli¢kitlak(mmHg)+[2xdijastolic¢kitlak(mmHg)]

MAP(mmHg) = 3 (D)

d) Podatci iz klinickog nalaza po zavrsetku hospitalizacije
e Potreba za potpomognutom mehani¢ckom ventilacijom
e Potreba za suportivnom terapijom (vazokonstriktori)

e Rezultati mikrobioloske analize hemokulture, urina i briseva

e) Izracun sustava bodovanja

Prema vrijednostima mjerenih 1 zabiljezenih parametara u trenutku prijema bolesnika
na lijeCenje, izraCunati su sustavi bodovanja qSOFA i1 SOFA. Izracun qSOFA sustava

bodovanja ucinjen je prema Sepsis-3 smjernicama (tablica 4.1.) (8).
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Tablica 4.1. Izra¢un qSOFA sustava bodovanja

Stanje svijesti prema GCS skali (GCS <14)

PARAMETAR qSOFA BODOVI
Snizen krvni tlak (MAP <100 mmHg) 1
Povecan broj udaha (222 udaha/min) 1
1

Kratice: gSOFA ljestvica (engl. quick Sequential Organ Failiure Assessment); MAP, srednji arterijski tlak (engl. Mean
Arterial Pressure); GCS, Glasgowska skala kome (engl. Glasgow Coma Scale)

SOFA sustav bodovanja izracunat je pomo¢u MDCalc kalkulatora koji je dostupan na

mreznim stranicama Www.mdcalc.com (tablica 4.2.).

Tablica 4.2. Izracun SOFA sustava bodovanja

SOFA sustav bodovanja

pO: (kPa) ili FiO; (%)

Unosi se mjerena vrijednost

IMV (ukljudujuéi CPAP) DA/NE
BODOVI 0 1 2 3 4
Trombociti (x10°/L) >150 | 100-149 |  50-99 20-49 <20
GCS 15 | 1314 | 1012 6-9 <6
Bilirubin (umol/L) <20 | 2032 | 33-101 102-204 > 204
MAP (mmHg) BOP <5 DOP > 5, DOP >15,
vazoaktivna terapija >70 <70 ili DOBUT EP1<0.1 EPI >0.1
(ng/kg/min) norEPI <0.1 norEPI >0.1
Kreatinin (umol/L) i ) 300-440 >440

ili diureza (mL/dan) <110 | 110-170 1 171-299 1 4y <500 mL/dan | <200 mL/dan

Kratice: pO, parcijalni tlak kisika; FiO», udio kisika u udahnutoj smjesi plinova; CPAP, kontinuirani pozitivni
tlak zraka (engl. Continuous Positive Airway Pressure); IMV, invazivna mehani¢ka ventilacija; GCS,
Glasgowska skala kome (engl. Glasgow Coma Scale); MAP, srednji arterijski tlak (engl. Mean arterial
pressure); DOP, dopamin; DOBUT, dobutamie; EPI, epinefrin=adrenalin; norEPI, norepinefrin=noradrenalin

Ukoliko GCS po prijemu nije bio zabiljeZzen, za potrebe izracuna SOFA sustava

bodovanja, ocjenjen je prema podatcima iz trijaznog lista i anamneze bolesnika i izracunat u

MDCalc programu (tablica 4.3).
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Tablica 4.3. Vrednovanje stanja svijesti prema Glasgowskoj skali kome (GCS)

BOD | OPIS
NAJBOLJI OCNI ODGOVOR (O)
1 Ne otvara oci
2 Oc¢i otvara na bolan podrazaj
3 Oci otvara na glasovnu naredbu
4 Spontano otvara oci

Nije moguce testiratit

NAJBOLJI GOVORNI (VERBALNI) ODGOVOR (V)

1 Nema glasovnog odgovora

Odgovara nerazumljivim zvukovima

Odgovara besmislenim rije¢ima

Odgovara konfuzno

g bhlw|N

Odgovara orijentirano

Nije moguce testiratit+

NAJBOLJI MOTORICKI ODGOVOR (M)

1 Nema motorickog odgovora

Odgovara ekstenzijom na bolan podrazaj

Odgovara fleksijom na bolan podrazaj

Odmice se od bolnog podrazaja

Lokalizira bolni podrazaj

OO W|IN

Prati naredbe

Nije moguce testiratitt+

t lokalna ozljeda, edem oka/oc¢iju; T1 intubiran pacijent; ¥+ paraliza, sedacija

f) Podatci laboratorijske analize

e Acidobazni status

U svrhu odredivanja acidobaznog statusa ispitanika uzorkovana je arterijska krv u $price

s litij-heparinom (BD A-Line Arerial Blood Collection Syringes, Becton, Dickinson and

Company, Franklin Lakes, New Jersey, SAD). Analiza je u¢injena na analizatoru ABL 800

Flex (Radiometer Medical Aps, Brgnshg, Danska). Metode odredivanja parametara

acidobaznog statusa prikazane su u tablici 4.4.

Tablica 4.4. Metode odredivanja parametara acidobaznog statusa

PARAMETAR METODA
pH Kkrvi Potenciometrija (pH elektroda)
Parcijalni tlak kisika u krvi, pO; Amperometrija (pO- elektroda)
Parcijalni tlak ugljikovog dioksida u krvi, pCO, Potenciometrija (pCO; elektroda)
Racunski prema formuli:
Saturacija hemoglobina kisikom, sO <0, = cO:Hb
> cHHb + cO,Hb

cO2Hb, koncentracija oksihemoglobina; cHHb, koncentracija deoksihemoglobina
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e Hematoloski parametri

Krvna slika odredena je u EDTA-punoj venskoj krvi (BD Vacutainer, Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, SAD) na hematoloSkom brojacu
Sysmex XN-2000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Analiza krvne slike ucinjena je
metodom protocne citometrije s fluorescentnim bojama. Odredeni su parametri crvene krvne
loze (broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i hematokrit), parametri bijele krvne loze (broj
leukocita, postotak neutrofila, limfocita, monocita, bazofila, eozinofila i nezrelih razvojnih

oblika) te broj trombocita.
e Biokemijski parametri

Biokemijski parametri odredeni su u serumu venske krvi koja je uzorkovana u epruvetu
bez antikoagulansa, s dodanim trombinom (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, New Jersey, SAD) na biokemijskom analizatoru Olympus AU680 (Beckman
Coulter, Brea, California, SAD). Prokalcitonin je odreden na imunokemijskom analizatoru
Cobas e411 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka). U tablici 4.5. prikazani su

biokemijski parametri preuzeti iz laboratorijske dokumentacije s pripadaju¢im metodama

odredivanja.
Tablica 4.5. Metode odredivanja biokemijskih parametara
PARAMETAR METODA
Alanin aminotransferaza, ALT UV fotometrija (IFCC metoda)
y-glutamil transferaza, GGT Kontinuirana fotometrija (IFCC metoda)
Laktat dehidorgenaza, LDH UV fotometrija (IFCC metoda)
Urea Spektrofotometrijski test s ureazom
Kreatinin Spektrofotomerijski test s kreatininazom
Bilirubin Spektrofotometrijski test s dijazonijevom soli
Glukoza UV fotometrija s heksokinazom
Laktat UV fotometrija s laktat dehidrogenazom
Albumin Spektrofotometrijski test s bromkrezol zelenilom
Natrij Indirektna ion-selektivna potenciometrija
Kalij Indirektna ion-selektivna potenciometrija
C-reaktivni protein, CRP Lateks-imunoturbidimetrijski test
Prokalcitonin, PCT Elektrokemiluminescentna imunoanaliza, ECLIA

Kratice: IFCC, engl. Internationa Federation for Clinical Chemistry; UV, ultraljubicasti spektar.
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o Koagulacijski parametri

Koagulacijski parametri odredeni su u plazmi venske krvi koja je uzorkovana na
antikoagulans natrijev-citrat (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, New Jersey, SAD). Analize su ucinjene na koagulometru BCS XP (Siemens
Healthineers AG, Erlangen, Njemacka). U tablici 4.6. prikazani su koagulacijski parametri

preuzeti iz laboratorijske dokumentacije s pripadaju¢im metodama odredivanja.

Tablica 4.6. Metode odredivanja koagulacijskih parametara

PARAMETAR METODA

Fibrinogen Koagulometrijska metoda
Antitrombin 11, ATIII Fotometrijska metoda s kromogenom
D-dimeri Imunoturbidimetrijski test s mikrogesticama
Protrombinsko vrijeme, PV Koagulometrijska metoda
Aktivirano parcijalno tromboplastinsko N

B Koagulometrijska metoda
vrijeme, aPTV

4.3.2. Odredivanje endokanabinoida i interleukina
U odvojenim alikvotima EDTA-plazme i seruma odredena je koncentracija
endokanabinoida anandamida i 2-AG te citokina IL-6 i IL-10.

a) Metoda odredivanja endokanabinoida anandamida i 2-AG

Endokanabinoidi anandamid i 2-AG odredeni su u uzorku EDTA-plazme
kompetitivnom ELISA metodom (engl. Enzyme-linked Immunosorbent Assay) koristenjem

reagensa proizvodaca Abbexa (Milton, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo).

Kako bi se ocCuvala stabilnost endokanabinoida, otopljeni uzorci plazme su tijekom
postupka pipetiranja ¢uvani su na 4°C u ledenoj kupelji. Preliminarnim istrazivanjem za
odredivanje koncentracije endokanabinoida anandamida najbolje se pokazalo razrjedenje
uzorka plazme 1:4, a za 2-AG 1:5. Razrjedenje je uc¢injeno s 25 mM fosfatnim puferom, pH 7.2
(Euroimmun PBS, pH 7.2, Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG, Liibeck,
Njemacka).
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Postupak izvedbe ELISA metode jednak je za oba endokanabinoida i proveden je prema
uputama proizvodaca. Primjer postupka izvedbe ELISA metode prikazan je za endokanabinoid

anandamid.

Na dnu mikrotitarske plo€ice vezano je antitijelo specifi¢no za anandamid. Dodatkom
standardnih otopina, razrijedenih uzoraka te reagensa koji sadrzi anandamid vezan s biotinom
(engl. Detection Reagent A), dolazi do "natjecanja” anandamida iz uzorka i anandamida iz
reagensa za vezna mjesta na antitijelu vezanom na dno jazice. Nakon inkubacije reakcijske
smjese jedan sat na 37°C (Thermoshake mjesalica, C.Gerhardt Analytical Systems,
Konigswinter, Njemacka) u tri koraka ispiranja uklanja se viSak reagensa i moguce
interferencije iz uzorka plazme ispitanika. U sljede¢em koraku reakcije dodaje se reagens koji
sadrzi streptavidin vezan s enzimom peroksidazom (engl. Detection Reagent B). Specifi¢no
prepoznavanje i vezanje biotina i streptavidina omogucuje formiranje imunokompleksa ¢iju
prisutnost je moguée dokazati kemijskom reakcijom. Nakon kratke inkubacije od 30 min na
37°C i ispiranja nevezanog kompleksa streptavidina i peroksidaze, dodaje se supstrat 3,3°,5,5"-
tetrametilbenzidin (TMB). Enzim peroksidaza vezan u imunokompleksu oksidira TMB u
radikal-kation koji reakcijsku smjesu boji plavo. Enzimska reakcija mora se odvijati u mraku
na 37°C. Dodatkom stop otopine (0.1 M sumporna kiselina), TMB radikal-kation oksidira u
diimin koji boji reakcijsku smjesu zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je na 450 nm
na ELISA procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).

b) Metoda odredivanja interleukina-6 i interleukina-10

U uzorku seruma odredena je koncentracija proupalnog citokina IL-6 reagensom
Human IL-6 ELISA i protuupalnog citokina IL-10 reagensom Human IL-10 ELISA "sendvi¢"
ELISA metodom proizvodaca Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
SAD).

Preliminarnim istrazivanjem za odredivanje koncentracije citokina IL-6 najbolje se
pokazalo razrjedenje uzorka seruma 1:10, a za citokin IL-10 1:2. Za razrjedenje uzoraka
koriSten je 25 mM fosfatni pufer, pH 7. 2 (Euroimmun PBS, pH 7.2, Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG, Liibeck, Njemacka).

Postupak izvedbe ELISA metode jednak je za oba interleukina i proveden je prema

uputama proizvodaca. Primjer postupka izvedbe ELISA metode prikazan je za IL-6.
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Prvi dan izvedbe analize:

Pro¢iS¢eno primarno monoklonsko antitijelo specificno za IL-6 pipetirano je na
mikrotitarsku plocicu. Preko no¢i plocica je inkubirana na 2-8°C u hladnjaku kako bi se

primarno antitijelo vezalo na dno plocice.
Drugi dan izvedbe analize:

Plocica je isprana puferom za ispiranje kojeg ¢ini fosfatni pufer, pH 7.2 s detergentom
(Euroimmun PBS pH 7.2 sa 0.05% detergentom Tween-20, Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG, Liibeck, Njemacka). 200 uL ELISA/ELISPOT diluenta koji sadrzi
govedi serumski albumin, BSA (engl. Bovine Serum Albumin), dodano je u svaku jazicu kako
bi se blokirala slobodna mjesta na dnu jazice na koja se nije vezalo primarno antitijelo. Plo¢ica
je inkubirana na Thermoshake mijesalici kroz jedan sat. Po isteku inkubacije mikrotitarska
plocica je isprana puferom za ispiranje i pipetirani su standardi i razrijedeni uzorci ispitanika.
Radi postizanja vece osjetljivosti analize, prema preporuci proizvodaca, mikrotitarska plocica

je inkubirana preko no¢i na 2-8°C.
Treéi dan izvedbe analize:

Mikrotitarska plocica je isprana puferom za ispiranje i dodano je sekundarno antitijelo
specifi¢no za IL-6 na koje je vezan biotin. Reakcijska smjesa je inkubirana na mijesalici na
sobnoj temperaturi kroz jedan sat kako bi se formirao imunokompleks: primarno antitijelo-1L-
6-sekundarno antitijelo. Plocica je ponovno isprana puferom za ispiranje kako bi se uklonio
visak nevezanog sekundarnog antitijela te je potom dodan reagens koji sadrzi avidin vezan s
enzimom peroksidazom. Preko biotina, avidin s peroksidazom veZe se na nastali
imunokompleks. Dodatkom supstrata TMB, enzim peroksidaza vezan u imunokompleksu
oksidira TMB u radikal-kation koji boji reakcijsku smjesu u plavo. Enzimska reakcija mora se
odvijati u mraku na 37°C. Dodatkom stop otopine (0.1 M sumporna kiselina), TMB radikal-
kation oksidira u diimin koji boji reakcijsku smjesu zuto. Apsorbancija nastalog obojenja

mjerena je na 450 nm na ELISA procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija).
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4.4. Statisticke metode
Numericke varijable opisane su aritmetickom sredinom i pripadaju¢om standardnom
devijacijom u slu¢aju normalne razdiobe, u suprotnom, varijable su opisane medijanom i
granicama interkvartilnog raspona. Shapiro Wilk testom testirano je prate li numericke varijable

normalnu razdiobu.

Razlike izmedu normalno raspodijeljenih numerickih varijabli dvije nezavisne skupine
testirane su Studentovim t-testom, dok je u slucaju odstupanja od normalne raspodjele
primijenjen Mann-Whitney U test. Razlike izmedu normalno raspodijeljenih numerickih
varijabli dvije zavisne skupine (poput vrijednosti varijabli u skupini ispitanika sa pozitivnim
ishodom lijeCenja mjerene po prijemu i po otpustu s lijeenja) testirane su Studentovim t testom
za ponavljana mjerenja, dok je u slucaju odstupanja od normalne raspodjele primijenjen

Wilcoxonov test.

Razina znadajnosti razlike izmedu nezavisnih kategorijskih varijabli ispitana je

testom, a po potrebi Fisher egzaktnim testom.

Za ocjenu povezanosti numerickih varijabli koriSten je Pearsonov koeficijent korelacije
r u slucaju normalne raspodjele varijabli, odnosno Spearmanov koeficijent korelacije p u

slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele.

Ocjena prognosticke uloge endokanabinoida (anandamida i 2AG), proupalnih (IL-6) i
protuupalnih (IL-10) citokina te biljega upale (CRP, PCT i leukocita) testirana je analizom
krivulje osjetljivosti testa, ROC analizom (engl. Receiver Operating Curve), i mjerenjem
povrsine ispod krivulje (engl. Area Under the Curve, AUC). Upotrebom ROC analize odredena
je grani¢na vrijednost svakog biljega te njegova osjetljivost, specificnost, negativan (LR-) i

pozitivan omjer izgleda (LR+).

Za analizu smrtnosti ispitanika u 28 dana hospitalizacije odredena je Kaplan-Meier
krivulja prezivljenja. U analizi ¢imbenika rizika za smrtni ishod Kkoristena je Cox regresijska
analiza (engl. Cox proportional hazard regression) u dva koraka, dok je za ishode razvoja
septicnog Soka, potrebe za invazivnom mehanickom ventilacijom 1 vazopresorima koristena
logisticka regresijska analiza u kojoj su ishodi zavisne dihotomne varijable. U prvom koraku
ucinjena je univarijatna analiza za demografske, klinicke i biokemijske varijable. Sve varijable
koje su u univarijatnoj analizi pokazale statisticku znacajnost p<0.1 ukljucene su u
multivarijatnu regresijsku analizu po stupnjevitom modelu. Cimbenici rizika koji su u

multivarijatnoj regresijskoj analizi pokazali statisticku zna€ajnost p<0.05 smatrani su
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nezavisnim ¢imbenicima rizika za promatrani ishod. Rizik za smrtni ishod prikazan je omjerom
hazarda (engl. Hazard Ratio, HR), dok je za preostala tri ishoda prikazan omjerom izgleda
(engl. Odds Ratio, OR).

Za svaki regresijski model koji ukljucuje endokanabinoide, ocjenjena je u¢inkovitost u
ranoj procjeni rizika za ispitivani ishod pomoéu Hosmer-Lemeshow testa, Negelkerke R?
koeficijenta i ROC analize. Hosmer-Lemeshow test ispituje koliko dobro logisti¢ki regresijski
model opisuje opazenu pojavnost ishoda u ispitivanoj skupini. Podatci se dijele u deset grupa
prema rastuc¢em riziku za pojavu ishoda. Za svaku skupinu rac¢una se broj opazenih i ocekivanih
slu¢ajeva ishoda i racuna se y° statistika. Test statistika slijedi y? distribuciju sa n-2 stupnja
slobode. Mala vrijednost y? statistike uz p>0.05 ukazuje na dobru prilagodbu logisti¢kog
regresijskog modela. Negelkerke R? koeficijent, ili pseudo R? koeficijent, mjeri koliko ukupna
varijacija zavisne varijable, tj. ispitivanog ishoda, u logisti¢kom regresijskom modelu moze biti
objasnjena uvrStenim nezavisnim varijablama. ROC analizom testira se koliko dobro logisticki
regresijski model razlikuje pozitivne i1 negativne slucajeve ispitivanog ishoda. Snaga
razlikovanja opisuje se povrSinom ispod krivulje, AUC, koji se naziva jo$ i indeksom
podudarnosti regresijskog modela. Predvidene vrijednosti ishoda izra¢unate prema logistickom
regresijskom modelu koriste se kao nezavisna varijabla u ROC analizi. Uz AUC vrijednost,
snaga razlikovanja pozitivnih i negativnih slucajeva ishoda opisuje se i veli¢inama osjetljivosti

1 specifi¢nosti.

Sve p vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na a=0.05. Za
statistiCku analizu kori$ten je statisticki program MedCalc (inacica 17.9.0, MedCalc Software,

Osted, Belgija).
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5. REZULTATI

5.1. Opis osnovnih znacajki ispitanika

U istrazivanje je bilo ukljuceno 106 ispitanika oboljelih od sepse, od kojih je 64 (60%) bilo
zenskog spola. Medijan (raspon) dobi ispitanika u kohorti bila je 73 godine (27-94), dok je
medijan dobi Zena bio 73 godine (35-94), a muskaraca 66 godina (27-88) (p=0.096).

Najces¢i uzroci sepse u ispitivanoj kohorti bili su pneumonija (41%) 1 upala mokraénog
sustava (37%). U 11% ispitanika uzrok sepse bile su infekcije gastrointestinalnog sustava
(gastroenterokolitis, 9% i ileus, 2%), dok je od ostalih uzroka 4% ispitanika sepsu razvilo kao
komplikaciju postojece maligne bolesti, a 1% kao posljedicu infekcije tuneliranog centralnog

venskog katetera. U 6% ispitanika uzrok sepse nije bilo moguce definirati.

Simptomi tezine sustavne upale po prijemu na lijeCenje prikazani su u tablici 5.1. Iz tablice
je vidljivo da je skupina ispitanika sa smrtnim ishodom primljena sa znacajno nizim krvnim
tlakom (p<0.001), tahipnejom (p<0.001), poremecajem neuroloSkog statusa (p<0.001) te
snizenom SO2 (p<0.001).

MikrobioloSka pretraga tjelesnih tekucina zatraZena je u 87% ispitanika, a bila je pozitivna
u 57% slu€ajeva. Analizirani su uzorci urina, hemokultura 1 pleuralni izljev. Najcesce izolirani
patogen bila je Escherichia Coli (32%), a u 17% slucajeva izolirani su Streptococcus
pneumoniae i meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) (slika 5.1). Tri ispitanika
imala su viSestruke infekcije: dvama ispitanicima izolirana su dva uzro¢nika upale (MRSA i
Acinetobacter baumanii, odnosno Staphylococcus aureus i Clostridium difficile), dok je kod
jednog ispitanika izolirano ¢ak pet uzrocnika infekcije ( MRSA, Acinetobacter baumanii,

Morganella morgagni, Pseudomonas aeruginosa i Champhylobacter).

Od ukupnog broja ispitanika njih 100 (94%) imalo je jednu ili vi$e pridruZenih bolesti, a svi
ispitanici uzimali su jedan ili viSe lijekova kao kroni¢nu terapiju. Izmedu dvije skupine
ispitanika nije postojala razlika u pridruzenim bolestima (tablica 5.2), iako su preminuli
ispitanici imali viSe pridruzenih bolesti, u odnosu na prezivjele ispitanike ( 6, 5-7 vs. 4, 3-6;

p=0.001).
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Slika 5.1. Patogeni izolirani iz tjelesnih tekuéina ispitanika oboljelih od sepse

Tablica 5.1. Simptomi teZine upalnog stanja mjereni po prijemu na lijeCenje

ISPITANICI
SVI(N=106), | PREZIVJELI | PREMINULI
SIMPTOM n (%) (N=53).n (%) | (N=53).n(%) | ©
Tjelesnha temperatura (°C) *
3650 ;53850 69 (65) 36 (68) 33 (62) 0.370
Hiperventilacija +
(522 udaha/min) 32 (30) 4 (8) 28 (53) <0.001
Tahikardija
(puls > 90/min) 63 (59) 33 (62) 30 (57) 0.553*
Hipotenzija
(sistolicki tlak <100 mmHeg) 55 (52) 15(28) 40 (76) <°'°°1:
MAP < 65 mmHg 26 (25) 6 (11) 20 (38) <0.001
50, < 90% 44 (42) 12 (23) 32 (60) <0.001*
Leukocitoza (>12x10%/L) *
Leukopeniia (<4< 10°1L) 73 (69) 39 (74) 34 (64) 0.294
Trombocitopenija -
(<100<10°1L) 18 (17) 5 (9) 13 (25) 0.068
gg";ﬁ:‘;ﬂ;}ﬁ;‘ 23 (22) 9 (17) 14 (26) 0.346"
Kreatinin >240 umol/L 31 (29) 20 (38) 11 (21) 0.055*
GCS <15 57 (54) 13 (25) 44 (83) <0.001*
qSOFA >2 58 (55) 12 (23) 46 (87) <0.001*
SOFA >5 62 (59) 14 (26) 48 (91) <0.001*

Skrac¢enice: MAP, srednji arterijski tlak (engl. Mean Arterial Pressure); sO,, saturacija hemoglobina kisikom; GCS, Glasgowska ljestvica
kome (engl. Glasgow Coma Scale); SOFA ljestvica (engl. Sequential Organ Failure Assessment score); qSOFA ljestvica (engl. quick
Sequential Organ Failure Assessment score). *y? test, T Fisherov egzaktni test
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Tablica 5.2. Pridruzene bolesti u skupinama prezivjelih i preminulih ispitanika

oboljelih od sepse

ISPITANICI
PRIDRUZENA BOLEST SVI (N=106), | PREZIVJELI | PREMINULI )
n (%) (N=53), n (%) | (N=53), n (%)
Hipertenzija 67 (63) 35 (66) 32 (60) 0.546*
Kardiomiopatija 40 (38) 18 (34) 22 (42) 0.423*
Fibrilacija atrija 25 (24) 12 (23) 13 (25) 0.819*
Dijabetes 37 (35) 19 (36) 18 (34) 0.839*
Kroni¢no zatajenje bubrega 15 (14) 7(13) 8 (15) 1.0007
KOPB 11 (10) 6 (11) 5(9) 1.0007
Hiperlipidemija 5(5) 2(4) 3 (6) 1.000"
Psihoorganske promjene 12 (11) 4 (8) 8 (15) 0.3597
Demencija 9(9) 2(4) 7(13) 0.1617
Karcinom? 8(8) 5(9) 3(6) 0.7167

Skracenice: KOPB, kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest.

*y2 test, T Fisherov egzaktni test

2 Prezivjeli: Non-Hodgkin limfom, kroni¢na mijeloi¢na leukemija, tumor bubrega, tumor kolona, tumor pluca;
Preminuli: kroni¢na limfati¢na leukemija, tumor ingvinalnih limfnih ¢vorova, adenokarcinom pluéa

Ispitanicima s ishodom prezivljenja (N=53) uzorkovani su uzorci krvi 1 u trenutku
prijema na lijeCenje 1 u trenutku otpusta s lijeCenja. Nije uoCena znaCajna razlika u
koncentracijama endokanabinoida anandamida i 2-AG po prijemu i otpustu, iako se uoc¢ava da
organizam u upali odrZava koncentraciju ovih medijatora u uskom koncentracijskom rasponu 1
bez velikih promjena. Koncentracija proupalnog citokina IL-6 i protuupalnog citokina IL-10,
bile su zna¢ajno vece u trenutku prijema pacijenata u odnosu na otpust s lije¢enja (p<0.001).
Razlike u koncentraciji mjerenih parametara po prijemu i otpustu ispitanika oboljelih od sepse

prikazani su u tablici 5.3.

Kod ispitanika s ishodom prezZivljenja, anandamid i 2-AG pokazali su vrlo dobru
medusobnu pozitivhu povezanost i u trenutku prijema ispitanika na lijecenje i u trenutku otpusta
s lijec¢enja (slika 5.2 A i B). Oba endokanabinoida mjerena po prijemu na lijeCenje pokazuju
slabu pozitivnu, iako statisti¢ki znacajnu, povezanost s upalnim citokinom IL-6. Povezanosti
dva endokanabinoida s biljezima upale po prijemu ispitanika na lijecCenje prikazane su u tablici
5.4. Kada je ispitana povezanost koncentracija anandamida u trenutku prijema i trenutku

otpusta, Spearmanov koeficijent povezanosti bio je p=0.621 (p<0.001).
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Tablica 5.3. Razlike u koncentraciji parametara mjerenih u krvi ispitanika oboljelih od sepse

s ishodom prezivljenja po prijemu i po otpustu s lijeCenja

PARAMETAR PRIJEM (N=53) OTPUST (N=53) p*
KRVNA SLIKA, MEDIAN (IQR)
Leukociti (x10%L) 15.0 (10.9-20.8) 8.2 (6.5-11.2) <0.001
Hemoglobin (g/L) 108 (96-122) 120 (98-137) <0.001
MCHC (g/L) 332 (325-340) 338 (328-344) 0.013
gﬁ?ﬁﬂ?{jﬂ“&%' 9 (4-6) 3 (1-5) <0.001
NEUT/LIMFO 6.4 (3.8-9.7) 2.7 (1.9-4.7) <0.001
Trombociti (x10%/L) 210 (150-270) 313 (242-396) <0.001
BIOKEMIJA, MEDIAN (IQR)
Bilirubin (umol/L) 14.0 (12.0-19.0) 12.5(11.0-14.0) 0.009
Glukoza (mmol/L) 7.8 (6.6-9.3) 6.1 (5.1-8.2) 0.001
Urea (mmol/L) 10.5 (6.9-17.9) 5.9 (4.6-8.1) <0.001
Kreatinin (umol/L) 134 (86-195) 84 (58-99) <0.001
CRP (mg/L) 222.1 (172.3-299.9) 27.6 (12.6-67.1) <0.001
Fibrinogen (g/L) 6.8 (5.4-8.9) 5.2 (3.9-5.9) <0.001
ENDOKANABINOIDI, MEDIAN (IQR)
Anandamid (ug/L) 5.04 (3.16-9.65) 5.80 (3.22-9.40) 0.512
2-AG (pg/L) 7.25 (4.28-15.95) 7.75 (6.58-13.05) 0.726
CITOKINI, MEDIAN (IQR)
IL-6 (ng/L) 60.2 (32.3-179.7) 3.9 (2.2-7.8) <0.001
IL-10 (ng/L) 20.3 (1.05-58.5) 0.8 (0.05-6.7) <0.001

Skracenice: IQR, interkvartilni raspon (engl. Interquartile Range); MCHC, srednja stani¢na koncentracija
hemoglobina (engl. Mean Cellular Hemoglobin Concentration); NEUT/LIMFO, omjer neutrofila i limfocita;
CRP, C-reaktivni protein; Anandamid, arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; IL-6, interleukin-6;
IL-10, interleukin-10; *Wilcoxon test

Spearmanov koeficijent povezanosti koncentracija 2-AG po prijemu i otpustu s lijecenja

bio je p=0.592 (p<0.001) (slika 5.2 C i D). Povezanost proupalnih i protuupalnih biljega

mjerena po prijemu i otpustu s lijeCenja bila je slaba, iako statisticki znacajna (tablica 5.4 1 5.5).
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Tablica 5.4. Povezanost endokanabinoida, proupalnih i protuupalnih biljega po prijemu na

lijecenje ispitanika s ishodom prezivljenja

p (p)* | AEA 2-AG IL-6 IL-10 | CRP PCT Leuko
AEA _ |FO®B167 0438 | 0.119 | -0.177 | 0.029 | -0.027
(<0.001) | (0.001) | (0.394) | (0.180) | (0.874) | (0.846)
2AG 0.816 ) 0.347 0.109 | -0.280 | -0.094 | 0.149
(0.001) 0.011) | (0436) | (0.031) | (0.610) | (0.287)
IL-6 0.438 | 0.347 ) 0.363 | -0.009 | 0.077 | -0.033
(0.001) | (0.011) 0.008) | (0.944) | (0.676) | (0.816)
IL-10 0.119 0.109 0.363 ) -0.254 | 0.113 0.251
0.394) | (0.436) | (0.008) 0.052) | (0.538) | (0.070)
crRp | 0177 | -0.280 | -0.009 [ -0254 | | 0.033 | -0.007
(0.180) | (0.031) | (0.944) | (0.052) 0.857) | (0.962)
pcT | 0.029 | -0.094 | 0077 | 0113 | 0033 | _ | 0.156
0.874) | (0.610) | (0.676) | (0.538) | (0.857) (0.448)

Leuko -0.027 | 0.149 | -0.033 | 0.251 | -0.007 | 0.156 )

(0.846) | (0.287) | (0.816) | (0.070) | (0.962) | (0.448)

Povezanost®

p0do0.25
nema povezanosti

p 0.25 do +0.50
slaba povezanost

p0.50 do +0.75
umjerenado dobra
povezanost

p0.75 do +1.00
vrlo dobra do izvrsna
povezanost

Skracenice: AEA (anandamid), arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; IL-6, interleukin-6; 1L-10,
interleukin-10; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; Leuko, leukociti.

*Spearmanov koeficijent korelacije, rho i razina statistiCke znacajnosti (p<0.05)

Tablica 5.5. Povezanost endokanabinoida, proupalnih i protuupalnih biljega po otpustu s

lijecenja ispitanika s ishodom prezivljenja

p(p)* | AEA |2-AG |IL-6 [IL-10 |CRP |PCT | Leuko

AEA _ |P0w827 -0.157 | 0.299 | -0.171 | 0.142 | 0.249

(<0.001) | (0.261) | (0.029) | (0.195) | (0.395) | (0.072)

oA DOW82Y | -0.168 | 0166 | -0.135 | 0.323 | 0.150

(<0.001) (0.228) | (0.236) | (0.310) | (0.408) | (0.285)

IL-6 -0.157 | -0.168 ) 0.316 0.263 0.554 | -0.102

0.261) | (0.228) 0.021) | (0.044) | (<0.001) | (0.467)

IL-10 0.299 0.166 0.316 ) 0.244 | 0.563 | -0.125

0.029) | (0.236) | (0.021) (0.063) | (<0.001) | (0.373)

crRp | 0171 -0135 | 0263 | 0244 | _ | 0.309 | -0.098

(0.195) | (0.310) | (0.044) | (0.063) (0.059) | (0.484)

PCT 0.142 0.323 0.554 0.563 0.309 ) -0.127

(0.395) | (0.408) | (<0.001) | (<0.001) | (0.059) (0.490)

Leuko 0.249 0.150 | -0.102 | -0.125 | -0.098 | -0.127 )
0.072) | (0.285) | (0.467) | (0.373) | (0.484) | (0.490)

Povezanost®

p0do+0.25
nema povezanosti

p 0.25 do +0.50
slaba povezanost

p 0.50 do +0.75
umjerenado dobra
povezanost

p0.75 do +1.00
vrlo dobra do izvrsna
povezanost

Skracenice: AEA (anandamid), arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; IL-6, interleukin-6; IL-10,
interleukin-10; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; Leuko, leukociti.
*Spearmanov koeficijent korelacije, rho

Po otpustu s lijeenja ispitanika s ishodom prezivljenja, anandamid je pokazao slabu,

iako znac¢ajnu povezanost sa protuupalnim citokinom IL-10 (p=0.299, p=0.029) (tablica 5.5).

Istovjetna povezanost nije uocena po prijemu ispitanika na lijecenje (tablice 5.4)
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koncentracija

5.2. ISHOD 1: Ishod lijecenja oboljelih od sepse

5.Rezultati

Dvije skupine ispitanika oboljelih od sepse €inilo je 53 ispitanika s ishodom prezivljenja

I 53 ispitanika sa smrtnim ishodom lijecenja. Izmedu dvije skupine nije bilo razlike u dobi,

spolu i izvoru upale. Osnovna obiljezja dvije skupine prikazana su u tablici 5.6.

Tablica 5.6. Osnovne znacajke ispitanika oboljelih od sepse s obzirom na ishod lije¢enja

PREZIVJELI PREMINULI

VARIJABLA (N=53) (N=53) p
DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE
Muskarci, N (%) 22 (42) 20 (38) 0.843*
Dob, medijan (raspon) 71 (27-94) 75 (35-92) 0.117+%
IZVOR UPALE, N (%)
Disni sustav 18 (34) 25 (47) 0.253*
Mokraéni sustav 21 (40) 18 (34) 0.687*
Ostale bolesti? 10 (18) 7 (13) 0.296%
Nedefiniran izvor 4 (8) 3(6) 1.000t
KULTURE TJELESNIH TEKUCINA, N (%)
Ukupno 92 (87)
Pozitivne 52 (57) 23 (44) 29 (56) 0.327*
BODOVNI SUSTAVI U SEPSI, medijan (IQR)
qSOFA 1(1-2) 2(2-3) <0.001%
SOFA 8 (7-10) 11 (9-13) <0.001%
LABORATORIJSKA MJERENJA, medijan (IQR)
Leukociti (x10%/L) 15.0 (12.7-16.2) 12.5 (10.9-14.0) 0.091%
Hemoglobin (g/L) 120 (109-126) 104 (95-114) 0.057%
MCHC (g/L) 338 (333-339) 327 (325-331) 0.012%
Protrombinsko vrijeme, udio 0.89 (0.82-1.01) 0.65 (0.56-0.80) 0.006%
D-dimeri (ug/L) 2391 (1485-3858) 5587 (3139-7636) 0.020%
Fibrinogen (g/L) 7.1(6.1-7.7) 6.1 (5.0-6.6) 0.007%
C-reaktivni protein (g/L) 222.1 (176.4-296.8) 253.2 (187.1-312.9) 0.245%
Prokalcitonin (ug/L) 4.66 (1.63-18.99) 5.57 (2.38-17.74) 0.870%
Interleukin-6 (ng/L) 60.2 (32.3-179.7) 85.8 (44.8-195.5) 0.134%
Interleukin-10 (ng/L) 20.3 (1.1-58.5) 24.9 (0.3-52.2) 0.723%
Urea (mmol/L) 10.6 (8.5-15.0) 20.9 (16.2-27.1) <0.001%
Kreatinin (umol/L) 136 (113-152) 168 (148-250) 0.020%
ENDOKANABINOIDI, medijan (IQR)
Anandamid (ug/L) 5.04 (3.74-6.75) 8.40 (5.01-22.25) 0.057%
2-AG (ug/L) 7.25 (4.28-15.95) 8.35 (3.28-29.34) 0.980%

hemoglobina  (engl.

Mean  Cellular

Hemoglobin

40stale bolesti: karcinomi, infekcija centralnog venskog katetera, akutni kolecistitis
Skracenice: IQR, interkvartilni raspon (engl. Interquartile Range); gSOFA ljesvica (engl. quick Sequential Organ
Failiure Assessment); SOFA ljestvica (engl. Sequential Organ Failiure Assessment); MCHC, srednja stani¢na
Concentration);
arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; *x? test; tFisherov egzaktni test; Mann-Whitney test

Anandamid,
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5.Rezultati

U skupini ispitanika sa smrtnim ishodom lije¢enja sepse znacajnije je bio izraZen
poremecaj funkcije bubrega i sustava zgrusavanja krvi. Izmedu skupine prezivjelih i preminulih
ispitanika nije uoCena razlika u koncentraciji proupalnih (leukociti, CRP, PCT, IL-6) i
protuupalnih (IL-10) biljega. U koncentraciji endokanabinoida anandamida i 2-AG izmedu

dvije skupine ispitanika nije uocena statisti¢ki znacajna razlika (p=0.057 i p=0.980).

Analizom povezanosti endokanabinoida anandamida i 2-AG uocena je statisticki
znacajna pozitivna povezanost i kod ispitanika s ishodom prezivljenja (slika 5.2 E) i kod

ispitanika sa smrtnim ishodom lijeCenja (tablica 5.7.).

Tablica 5.7. Povezanost endokanabinoida, proupalnih i protuupalnih biljega ispitanika u

smrtnom ishodu lije¢enja sepse

p(P)* | AEA |2-AG |IL-6 |[IL-10 |CRP |PCT | Leuko Povezanost®
AEA i 0.769 | -0.050 | -0.078 | -0.057 | 0.550 | 0.170 -
(<0.001) | (0.721) (0.581) | (0.685) | (0.125) (0.225) ﬁem;gm;ezmsﬁ
2. AG | 0769 i -0.050 | -0.019 | -0.002 | -0.667 | 0.117
(<0.001) (0722) | (0.892) | (0.992) | (0.059) | (0.405)
IL-6 -0.050 | -0.050 } 0.330 | 0.279 | 0.050 | -0.094 S@ﬁp‘iﬁjﬁﬁs .
(0.721) | (0.722) (0.016) | (0.043) | (0.898) | (0.505)
IL-10 | -0.078 | -0.019 | 0.330 ) 0.235 | 0.517 | -0.036
(0.581) (0.892) (0.016) (0.090) (0.154) (0.797) E;-FEL::; ?jobra
crp | -0-057 | -0.002 | 0.279 | 0.235 i 0.267 | 0.137 overamost
(0.685) | (0.992) | (0.043) | (0.090) (0.488) | (0.329)
0.550 | -0.667 | 0.050 | 0.517 | 0.267 0.383
PCT | (125 | (0059) | (08%8) | (0154 | (0.488) ) (0.309) PTs oED ems
Leuko | 0:170 | 0.117 | -0.094 | -0.036 | 0.137 | 0.383 i povezanost
(0.225) | (0.405) | (0.505) | (0.797) | (0.329) | (0.309)

Skracenice: AEA (anandamid), arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; IL-6, interleukin-6; 1L-10,
interleukin-10; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; Leuko, leukociti.
*Spearmanov koeficijent korelacije, rho

5.2.1. Prognosticka to¢nost endokanabinoida u razlikovanju ishoda lijecenja sepse i
krivulje prezivljenja

Analizom krivulje osjetljivosti testa (ROC analizom) ispitana je prognosticka to¢nost

endokanabinoida anandamida i 2-AG te upalnih (leukociti, CRP, PCT, IL-6) i protuupalnih (IL-

10) biljega u ranoj prognozi smrtnog ishoda ispitanika oboljelih od sepse. Izracunate su

grani¢ne vrijednosti parametara koje predvidaju smrtni ishod ve¢ po prijemu bolesnika na

lijecenje.
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5.Rezultati

Analiza je pokazala da je samo endokanabinoid anandamid znacajan, iako slab,
prognosticki pokazatelj smrtnog ishoda sa povrSinom ispod krivulje (AUC) od 0.671 (95%CI
0.568-0.763, p=0.003). Grani¢na vrijednost za rano razlikovanje septi¢nih bolesnika sa ve¢im
rizikom od smrtnog ishoda je koncentracija anandamida >7.16 upg/L sa prognostickom
osjetljivosti za smrtni ishod od 57% (95%CI 42-71) i specifi¢nosti od 80% (95%CI 66-91).
Pozitivan (LR+) i negativan (LR-) omjer vjerojatnosti bili su 2.9 (95%CI 1.5-5.5) i 0.5 (95%CI
0.4-0.8) (slika 5.3). Ostali proupalni i protuupalni parametri nisu se pokazali kao znacajni

prognosticki biljezi u razlikovanju ishoda prezivljenja oboljelih od sepse.

Anandamid

Osjetljivost: 57%
Specifi¢nost: 80%
Grani¢na vrijednost >7.16 ug/L
O 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

100-Specifi¢nost

Slika 5.3. Rezultati analize krivulje osjetljivosti prediktivne vrijednosti anandamida u
prognozi smrtnog ishoda oboljelih od sepse

Uocena je statisticki znacajna (p=0.004) razlika u 28-dnevnom prezivljenju izmedu skupine
oboljelih od sepse kojima je po prijemu mjerena koncentracija anandamida >7.16 pg/L i

skupine kojoj je po prijemu mjerena koncentracija <7.16 ug/L (slika 5.4).

5.2.2. Analiza ¢imbenika rizika za smrtni ishod sepse

Cox proporcionalnom regresijskom analizom ispitano je jesu li endokanabinoidi, uz
ostale mjerene parametre upale i oSteCenja tkiva, ¢imbenici rizika za smrtni ishod oboljelih od
sepse u periodu od 28 dana lijeCenja. U prvom koraku ispitan je utjecaj svakog parametra
zasebno na prezivljenje (univarijatna analiza), a u sljede¢em koraku ocjenjen je utjecaj

navedenih parametara uz prilagodbu u odnosu na druge varijable koje bi mogle utjecati na ishod
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5.Rezultati

smrti (multivarijatna analiza). Rezultati oba modela regresijske analize prikazani su u tablici
5.8.

lako se u univarijathom modelu prognoze smrtnog ishoda endokanabinoid anandamid
pokazao kao znacajan ¢imbenik rizika, nakon ukljucenja ostalih varijabli koje utjecu na ishod
prezivljenja, samo su se smanjen broj leukocita, porast SOFA sustava bodovanja, smanjena
koncentracija fibrinogena i MCHC pokazali kao nezavisni rani ¢cimbenici rizika za smrtni ishod

oboljelih od sepse, u 28 dana hospitalizacije.

ISHOD PREZIVLJENJA

%)

AEA=T.16

— 1

Vijerojatmost prezivljenja(

0 ml 1 1 1 1 1 1
0 E 10 15 20 25 30

Vrijeme

Slika 5.4. Krivulja 28-dnevnog prezivljenja tijekom hospitalizacije oboljelih od sepse prema
grani¢noj vrijednosti endokanabinoida anandamida >7.16 pg/L

(0, prezivjeli ispitanici; 1, preminuli ispitanici)
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5.Rezultati

Tablica 5.8. Analiza ranih ¢imbenika rizika za 28-dnevno prezivljenje oboljelih od sepse

VARIJABLA UNIVARIJATNA COX MULTIVARIJATNA COX
REGRESIJSKA ANALIZA REGRESIJSKA ANALIZA
HR (95% CI) p HR (95% CI) p

Dob 1.01 (0.99-1.03) 0.241
Spol (M) 0.84 (0.48-1.47) 0.548
MAP 0.96 (0.94-0.98) <0.001
GCS 0.87 (0.82-0.92) <0.001
sO; 0.97 (0.96-0.99) <0.001
Anandamid 1.02 (1.01-1.04) 0.017
2-AG 1.00 (0.99-1.01) 0.873
C-reaktivni protein 0.99 (0.99-1.00) 0.947
Prokalcitonin 1.00 (0.99-1.00) 0.481
Interleukin-6 1.00 (0.99-1.00) 0.586
Interleukin-10 1.00 (0.99-1.00) 0.866

Leukociti 0.96 (0.94-0.99) 0.021 0.90 (0.83-0.99) 0.028
qSOFA 2.53 (1.78-3.59) <0.001

SOFA 1.20 (1.12-1.28) <0.001 1.17 (1.03-1.33) 0.018
Hemoglobin 0.99 (0.98-1.00) 0.218

MCHC 0.98 (0.96-0.99) 0.028 0.96 (0.92-0.99) 0.008
Protrombinsko vrijeme 0.49 (0.22-1.09) 0.083

Fibrinogen 0.84 (0.73-0.98) 0.023 0.79 (0.64-0.97) 0.026
D-dimeri 1.00 (1.00-1.01) 0.410
Albumin 0.90 (0.85-0.96) <0.001
Urea 1.03 (1.01-1.05) <0.001
Kreatinin 1.01 (0.99-1.00) 0.063

Skracenice: HR, omjer hazarda (engl. Hazard Ratio); Cl, interval pouzdanosti (engl. Confidance Interval); MAP, srednji
arterijski tlak (engl. Mean Arterial Pressure); GCS, Glasgowska ljestvica kome (engl. Glasgow Coma Scale); sO2, saturacija
hemoglobina kisikom; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; gSOFA ljestvica (engl. quick Sequential Organ Failiure Assessment);
SOFA ljestvica (engl. Sequential Organ Failiure Assessment); MCHC, srednja stani¢na koncentracija hemoglobina (engl.
Mean Cellular Hemoglobin Concentration).

45



5.Rezultati

5.3. ISHOD 2a: Razvoj septi¢nog Soka

Od ukupnog broja ispitanika oboljelih od sepse (N=106) njih 25 (23%) razvilo je
septicni Sok. Smrtnost u skupini oboljelih od septi¢nog Soka bila je 85%. Kod najveceg broja
ispitanika sa septi¢nim Sokom izvor infekcije bio je u diSnom sustavu (60%).

Ve¢ po prijemu na lijeCenje ispitanici koji su razvili septi¢ni Sok imali su znacajnije
ostecenje vitalnih organa poput pluca, bubrega i jetre, znac¢ajan poremecaj neuroloskog statusa
1 funkcije sustava zgrusavanja krvi. Takoder, vrijednosti sustava bodovanja qSOFA i SOFA
bile su znacajno vece kod oboljelih sa septicnim Sokom. Vrijednosti anandamida i 2-AG po
prijemu u bolnicu bile su manje u skupini oboljelih sa septi¢nim Sokom. Kako bi se smanjenje
njihove koncentracije medusobno usporedilo, izracunata je razlika dvaju endokanabinoida u
svakoj skupini. U skupini oboljelih od septi¢nog Soka koncentracija 2-AG bila je za 2.29 pg/L
(0.03 — 4.52) veca od koncentracije anandamida. U skupini ispitanika oboljelih od sepse koji
nisu razvili septi¢ni Sok, koncentracija 2-AG bila je za 3.29 ug/L (0.31 — 10.09) veca od
koncentracije anandamida. Medutim, nije uo¢ena znacajna razlika u koncentracijskom odnosu
dvaju endokanabinoida (p=0.245). Osnovna obiljezja septi¢nih bolesnika koji su razvili septi¢ni

Sok prikazana su u tablici 5.9.

Analizom povezanosti endokanabinoida anandamida i 2-AG, uocena je statisticki
znacajna pozitivna korelacija i u skupini oboljelih koji su razvili septi¢ni Sok (p=0.488.
p=0.029; slika 5.5 A) i u skupini ispitanika koji nisu razvili septi¢ni Sok (p=0.804, p<0.001;
slika 5.5 B). U slucaju teske komplikacije sepse, poput razvoja septi¢nog Soka, uocava se slabija

povezanost dvaju endokanabinoida.
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5.Rezultati

Tablica 5.9. Osnovna obiljezja ispitanika oboljelih od sepse koji su razvili septi¢ni Sok

SS Non-SS

VARIJABLA (N=20) (N=86) p
DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE
Muskarci, N (%) 6 (30) 36 (42) 0.195*
Dob, medijan (raspon) 69 (39-92) 72 (27-94) 0.332%
IZVOR UPALE, N (%)
Disni sustav 12 (60) 31 (36) 0.087*
Mokraéni sustav 5(25) 34 (40) 0.305%
Ostale bolesti? 3 (15) 14 (16) 1.000%
Nedefiniran izvor 0 (0) 7(8) 0.343t
BODOVNI SUSTAVI U SEPSI, medijan (IQR)
qSOFA 2 (2-3) 1(1-2) 0.002%
SOFA 11 (9-13) 5 (4-9) <0.001%
LABORATORIJSKA MJERENJA, medijan (IQR)
Leukociti (x10%L) 13.6 (8.4-10.0) 13.3(10.8-18.9) 0.554%
Eritrociti (x10'27L) 3.44 (2.89-4.06) 4.02 (3.37-4.53) 0.045%
Hemoglobin (g/L) 106 (87-119) 118 (92-134) 0.084%
Trombociti (x10%L) 106 (72-241) 199 (145-290) 0.008%
Protrombinsko vrijeme, udio 0.58 (0.47-0.84) 0.84 (0.56-1.05) 0.039%
aPTV, omjer 1.13 (0.91-1.39) 0.96 (0.87-1.08) 0.100%
D-dimeri (ug/L) 6239 (1649-10645) 2979 (1451-6289) 0.241%
pH 7.321 (7.187-7.407) 7.385 (7.332-7.444) 0.012%
pO: (kPa) 6.16 (5.11-8.15) 8.21 (6.42-9.32) 0.017%
pCO:; (kPa) 5.35(3.63-6.48) 4.47 (4.00-5.26) 0.239%
SO (%) 87 (76-92) 91 (84-96) 0.032%
Albumin (g/L) 21.9 (19.0-26.9) 26.0 (22.4-29.0) 0.014%
y-glutamil transferaza (U/L) 51 (28-146) 32 (18-58) 0.019%
Laktat dehidrogenaza (U/L) 526 (349-732) 241 (175-326) 0.011%
C-reaktivni protein (g/L) 297.8 (199.0-343.9) 222.1 (172.9-298.7) 0.057%
Prokalcitonin (ug/L) 23.12 (2.38-112.64) 5.00 (1.24-13.74) 0.039%
Interleukin-6 (ng/L) 117.1 (78.5-497.2) 68.3 (35.5-163.7) 0.032%
Interleukin-10 (ng/L) 25.2 (0.3-87.6) 20.9 (0.8-54.3) 0.914%
Laktati (mmol/L) 4.16 (1.80-6.77) 2.31(1.12-4.15) 0.043
Urea (mmol/L) 25.8 (19.5-31.0) 12.8 (8.1-20.8) <0.001%
Kreatinin (umol/L) 301 (159-401) 138 (85-226) 0.002%#
ENDOKANABINOIDI, medijan (IQR)
Anandamid (ug/L) 4.18 (1.20-7.06) 6.68 (3.56-15.29) 0.012%
2-AG (ug/L) 6.28 (2.43-10.53) 8.30 (4.40-23.49) 0.032%

80stale bolesti: karcinomi, infekcija centralnog venskog katetera, akutni kolecistitis

Skracenice: SS, skupina ispitanika koja je razvila septi¢ni $ok; non-SS, skupina septi¢nih ispitanika koji nisu razvili septi¢ni
$ok; IQR, interkvartilni raspon (engl. Interquartile Range); qSOFA ljestvica (engl. quick Sequential Organ Failiure
Assessment); SOFA ljesvica (engl. Sequential Organ Failiure Assessment); aPTV, aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme; pOz, parcijalni tlak kisika; pCO2, parcijalni tlak uglji¢nog dioksida; sOz, saturacija hemoglobina kisikom; anandamid,
arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; *x? test; tFisherov egzaktni test; $Mann-Whitney test
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Slika 5.5. Povezanost endokanabinoida anandamida i 2-arahidonoilglicerola u skupini sa
septicnim Sokom (A) 1 skupini ispitanika bez septi¢nog Soka (B)

Skracenice: SS, septi¢ni $ok; anandamid, arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol

U skupini ispitanika koji nisu razvili septi¢ni Sok uocena je negativna, iako slaba,
povezanost endokanabinoida 2-AG i proupalnog biljega CRP (p=-0.252, p=0.020). Proupalni
biljezi IL-6 i CRP pokazali su zna¢ajnu pozitivnu povezanost s protuupalnim biljegom IL-10
(p=0.488, p=0.031 i p=0.493, p=0.027).

5.3.1. Prognoza razvoja septi¢nog Soka

Analizom krivulje osjetljivosti testa (ROC analizom) ispitana je prognosticka to¢nost
endokanabinoida anandamida i 2-AG te upalnih (CRP, PCT, IL-6, leukociti) i protuupalnih
(IL-10) biljega u ranom prepoznavanju razvoja septicnog Soka kod ispitanika oboljelih od
sepse. Analizom je utvrdeno da su oba endokanabinoida i proupalni biljezi CRP, IL-6 i PCT
rani pokazatelji razvoja septiénog Soka kod oboljelih od sepse. Proupalni biljeg IL-6 pri
grani¢noj vrijednosti >82.5 ng/L imao je najvecu osjetljivost od 75% (95%CI 51-91), dok je
proupalni biljeg PCT, pri grani¢noj vrijednosti od >33.93 pg/L, imao najvecu specificnost, 91%
(95%CI 78-98) u ranoj prognozi razvoja septicnog Soka. Endokanabinoidi anandamid i 2-AG
pri grani¢nim vrijednostima od <2.6 pg/L i <3.35 pg/L pokazali su slabiju osjetljivost (45%,
95%CI 23-69 i 40%, 95%CI 19-64), ali vecu specifi¢nost za rano prepoznavanje oboljelih od
sepse, koji ¢e razviti stanje septicnog Soka (87%, 95%CI 78-93 i 85%, 95%CI 76-92) (tablica
5.10).
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Tablica 5.10. Prognostic¢ka to¢nost endokanabinoida anandamida i 2-AG, proupalnih i

protuupalnih biljega u ranom razlikovanju septicnih ispitanika koji ¢e razviti septicni Sok

Varijabla AUC p Grani¢na | Osjetljivost | Specifi¢nost LR+ LR-

(95% ClI) vrijednost (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) | (95% CI)
ﬁ;ﬁ) (0.5%%9.77) 0.008 | <2.60 (2??—569) (788-793) (1.?33) (o.?tlg.g)
(2;;21?) (0.5%?(?.75) 00151 <3.35 (151-%4) (768-592) (1.%.5) (o.ng.O)
(nf;i) (0.5%%1.73) 0047 >268.0 (416-585) (55-079) (1.L21l§.4) (o.gig.g)
(E;I) (0.5%%6).80) 0036 | >33.93 (23527) (789-198) (1.95-.156.1) (o.glg.g)
(rt/ﬁ) (0.5%?574) 0030 | >82.5 (517-591) (45—970) (1.%;2.6) (o.glg.g)
(InLgllLO) (0.4%—5(?.60) 0974 >03 (416—585) (1621;5) (o.gli.z) 0.71-;.9)
(Ix_fgg;ﬁ) (0.4%-5(?.64) 0.566 | <105 (234’1-569) (eg-zse) (1.%3.8) (o.gli.l)

Skracenice: AUC, povrSina ispod krivulje osjetljivosti testa; CI, interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval); AEA
(anandamid), arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; IL-6,
interleukin-6; IL-10, interleukin-10; Leuko, leukociti.

5.3.2. Analiza ¢imbenika rizika za razvoj septi¢nog Soka

Logisticka regresijska analiza pokazala je da su endokanabinoidi anandamid i 2-AG i
proupalni biljeg PCT, zajedno s pulsom i brojem udaha u minuti, sustavima bodovanja
izraCunatim po prijemu u bolnicu (QSOFA i SOFA) te biljezima funkcije jetre (albumin, y-
glutamil transferaza, GGT), plu¢a (pH, pO2, pCO2), bubrega (urea, kreatinin) i sustava
zgrusavanja krvi (trombociti, PV-udio, aPTV-omjer), rani ¢imbenici rizika za razvoj septicnog

soka.

Nakon §to su u multivarijatnu logistiCku regresijsku analizu uklju€eni svi navedeni
biljezi, kao jedini rani nezavisni ¢imbenici rizika za razvoj septi¢nog Soka pokazali su se SOFA
sustav bodovanja, pH i PV-udio (tablica 5.11). Endokanabinoidi i upalni biljezi nisu se pokazali
kao rani nezavisni ¢imbenici rizika za razvoj septiCnog Soka tijekom bolni¢kog lijecenja
oboljelih od sepse. Na ishod rizika razvoja septicnog Soka znacajno su utjecali protrombinsko
vrijeme 1 pH, €iji porast za jednu jedinicu smanjuje izgled razvoja septicnog Soka za 97%,
odnosno 100%, dok se SOFA sustav bodovanja pokazao kao nezavisni ¢imbenik rizika, ¢iji

porast povecava rizik za razvoj septi¢nog Soka za 35%.
Jednadzba modela logisticke regresijske analize za rani razvoj septi¢nog Soka je:

logit(p) = 67.737 + 0.299(SOFA) + 0.068(urea) — 9.709(pH) — 3.376(PVudio)  (2)
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Tablica 5.11. Analiza ranih ¢imbenika rizika za razvoj septi¢nog Soka

UNIVARIJATNA

MULTIVARIJATNA

VARIJABLA LOGISTICKA LOGISTICKA
REGRESIJSKA ANALIZA | REGRESIJSKA ANALIZA
OR (95% CI) p OR (95% CI) p
Dob 0.98 (0.95-1.01) 0.244
Spol (M) 0.60 (0.21-1.70) 0.322

Puls (otkucaji/min)

0.97 (0.94-0.99) 0.005

qSOFA 2.50 (1.35-4.64) 0.004
SOFA 150 (1.22-1.75) | <0.001 | 1.35(1.01-1.80) 0.044
pH 0.01 (0.01-0.05) 0.002 0.01 (0.01-0.22) 0.020
pO; 0.79 (0.64-0.98) 0.029
pCO; 1.22 (1.01-1.46) 0.035
5O, 0.97 (0.93-1.00) 0.058
Anandamid 0.96 (0.91-0.99) 0.040
2-AG 0.96 (0.91-0.99) 0.009

C-reaktivni protein

1.00 (0.99-1.01) 0.062

Prokalcitonin

1.01 (1.00-1.01) 0.034

Interleukin-6

1.00 (0.99-1.00) 0.093

Interleukin-10

1.00 (0.99-1.00) 0.395

Leukociti 0.97 (0.91-1.04) 0.439
Trombociti 0.99 (0.98-0.99) 0.014
PV, udio 0.21 (0.05-0.94) 0.042 0.03 (0.01-0.69) 0.028
aPTV, omjer 4.72 (1.22-18.24) 0.024
GGT 1.01 (1.00-1.01) 0.015
Albumin 0.88 (0.78-0.98) 0.019
Urea 1.06 (1.02-1.11) 0.006 1.07 (1.00-1.15) 0.052
Kreatinin 1.01 (1.00-1.01) 0.010

Skracenice: OR, omjer izgleda (engl. Odds Ratio); Cl, interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval); MAP, srednji arterijski
tlak (engl. Mean Arterial Pressure); gSOFA ljesvica (engl. quick Sequential Organ Failiure Assessment); SOFA ljestvica (engl.
Sequential Organ Failiure Assessment); pO2, parcijalni tlak kisika; pCOz2, parcijalni tlak uglji¢nog dioksida; sOz, saturacija
hemoglobina kisikom; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; PV, protrombinsko vrijeme; aPTV, aktivirano parcijalno tromboplastinsko

vrijeme; GGT, gama-glutamil transferaza.
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5.4. ISHOD 2b: Potreba za invazivnom mehani¢kom ventilacijom

Od ukupnog broja ispitanika (N=106) klinic¢ko stanje 26 (25%) bolesnika zahtijevalo je
tijekom lije¢enja invazivnu mehanicku ventilaciju (IMV). Svi ovi bolesnici lijeceni su U jedinici
za intenzivno lijeCenje. Smrtnost u IMV skupini bila je 92%, dok je u skupini bolesnika ¢ije
klini¢ko stanje nije zahtijevalo IMV (non-IMV skupina) preminulo 36% ispitanika. U 77%
bolesnika IMV skupine izvor infekcije bio je u diSnom sustavu, dok je isti izvor infekcije bio

uocen u 29% bolesnika non-IMV skupine.

Ve¢ po prijemu na lijeCenje ispitanici iz IMV skupine imali su vece vrijednosti SOFA
bodovnih sustava, §to ukazuje na tezu klinicku sliku upale. Anemija, poremecaji funkcije
bubrega, pluca i jetre bili su izrazeniji u skupini ispitanika koji su tijekom lijeCenja trebali
potporu IMV. Vrijednosti anandamida i 2-AG po prijemu u bolnicu bile su manje u skupini
oboljelih koji su trebali IMV. Kako bi se usporedilo smanjenje njihove koncentracije,
izraCunata je razlika dvaju endokanabinoida u svakoj skupini. U skupini oboljelih koji su trebali
IMV, koncentracija 2-AG bila je tek za 0.37 pg/L (-4.0 — 4.70) veca od koncentracije
anandamida. U skupini ispitanika oboljelih od sepse koji nisu trebali IMV, koncentracija 2-AG
bila je za 3.81 ug/L (0.85-15.085) veca od koncentracije anandamida. Zna¢ajno ve¢e smanjenje
koncentracije 2-AG (p=0.004) uoceno je u skupini oboljelih koji su trebali IMV. Osnovna
obiljezja IMV i non-IMV skupine prikazana su u tablici 5.12.

U non-IMV skupini ispitanika endokanabinoidi anandamid i 2-AG pokazali su izvrsnu
pozitivnu povezanost (p=0.849, p<0.001) (slika 5.6 A). Iako se prati zajedni¢ki porast i pad
endokanabinoida anandamida i 2-AG, Sto je uoceno i u prethodnim promatranim ishodima,
medusobna povezanost nije tako snazna u sluaju komplikacije klinickog stanja sepse koje
zahtjeva upotrebu IMV (p=0.560, p=0.003) (slika 5.6 B). U non-IMV skupini uo¢ena je i vrlo
slaba povezanost obaju endokanabinoida s proupalnim biljegom IL-6 i protuupalnim biljegom
IL-10 (tablica 5.13). Endokanabinoidi i upalni biljezi nisu pokazali znacajnu medusobnu

povezanost u IMV skupini ispitanika.
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Tablica 5.12. Osnovne znacajke ispitanika oboljelih od sepse s obzirom na potrebu za

invazivnom mehanickom ventilacijom

IMV Non-IMV

VARIJABLA (N=26) (N=80) p
DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE
Muskarci, N (%) 10 (39) 32 (40) 0.927*
Dob, medijan (raspon) 70 (39-84) 73 (27-94) 0.120%
IZVOR UPALE, N (%)
Disni sustav 20 (77) 23 (29) <0.001*
Mokraéni sustav 2(8) 37 (46) 0.003%
Ostale bolesti? 3(12) 14 (18) 0.556%
Nedefiniran izvor 1(3) 6 (3) 1.000t
BODOVNI SUSTAVI U SEPSI, medijan (IQR)
qSOFA 2 (2-3) 1(1-2) 0.002%
SOFA 12 (11-15) 8 (6-10) <0.001%
LABORATORIJSKA MJERENJA, medijan (IQR)
Leukociti (x10%/L) 12.9 (10.0-17.2) 13.6 (10.6-19.5) 0.602%
Eritrociti (x10'27L) 3.29 (2.80-4.03) 4.07 (3.43-4.54) 0.006%
Hemoglobin (g/L) 94 (87-117) 118 (101-136) 0.003%
Hematokrit (L/L) 0.293 (0.268-0.359) 0.362 (0.297-0.403) 0.015%
MCHC (g/L) 325 (313-329) 337 (325-343) 0.003%
Protrombinsko vrijeme, udio 0.66 (0.50-0.89) 0.84 (0.57-1.04) 0.171%
D-dimeri (ug/L) 2137 (1814-5727) 3681 (1444-7623) 0.674%
Fibrinogen (g/L) 6.5 (5.3-8.7) 6.6 (5.2-7.7) 0.720%
pH 7.352 (7.189-7.455) 7.378 (7.329-7.428) 0.447%
pO:2 (kPa) 6.44 (5.19-7.83) 8.36 (6.74-9.32) 0.013%
pCO:; (kPa) 4.75 (3.76-6.68) 4.43 (3.90-5.25) 0.158%
sO2 (%) 80 (70-90) 92 (88-96) <0.001%
Albumin (g/L) 20.9 (19.3-25.4) 26.9 (23.1-29.4) <0.001%
C-reaktivni protein (g/L) 282.9 (229.3-352.0) 217.8 (170.7-295.4) 0.008%
Prokalcitonin (ug/L) 5.80 (2.41-21.81) 4.21 (0.84-18.44) 0.249%
Interleukin-6 (ng/L) 93.2 (71.9-227.1) 64.3 (33.7-181.4) 0.073%
Interleukin-10 (ng/L) 26.7 (0.7-80.9) 20.6 (0.7-54.2) 0.769%
Urea (mmol/L) 22.6 (12.4-31.4) 14.0 (8.9-21.2) 0.032%
Kreatinin (umol/L) 282 (108-423) 142 (97-215) 0.025%
ENDOKANABINOIDI, medijan (IQR)
Anandamid (ug/L) 5.94 (2.04-9.44) 6.70 (3.50-27.04) 0.043%
2-AG (ug/L) 5.68 (2.30-8.60) 9.58 (4.83-40.05) 0.002%

i test; ¥Mann-Whitney test

40stale bolesti: karcinomi, infekcija centralnog venskog katetera, akutni kolecistitis
Skracenice: IMV, invazivna mehanicka ventilacija; IQR, interkvartilni raspon (engl. Interquartile Range); gSOFA ljestvica
(engl. quick Sequential Organ Failiure Assessment); SOFA ljestvica (engl. Sequential Organ Failiure Assessment); MCHC,
srednja stani¢na koncentracija hemoglobina (engl. Mean Cellular Hemoglobin Concentration); pO2, parcijalni tlak Kisika;
pCO2, parcijalni tlak uglji¢nog dioksida; sOz, saturacija hemoglobina kisikom; anandamid, arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-
arahidonoilglicerol; *x? test; tFisherov egzaktn
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Slika 5.6. Povezanost endokanabinoida anandamida i 2-arahidonoilglicerola ovisno o ishodu

potrebe invazivne mehanicke ventilacije

Skracenice: IMV, invazivna mehani¢ka ventilacija; anandamid, arahidonoiletanolamid; 2-AG, 2-
arahidonoilglicerol

Tablica 5.13. Povezanost koncentracije endokanabinoida, proupalnih i protuupalnih biljega

po prijemu ispitanika koji tijekom lije¢enja nisu trebali invazivnu mehanicku ventilaciju

p (p)* | AEA 2-AG IL-6 IL-10 | CRP PCT Leuko Povezanosts
AEA ) 0.849 0.314 | 0.272 | -0.074 | -0.138 | 0.024
(<0.001) | (0.005) (0.015) (0.517) (0.423) (0.831) 60 do+0.25
2_AG 0.849 ) 0.233 0.231 | -0.103 | -0.093 | 0.093 nema povezanosti
(<0.001) (0.038) (0.040) (0.364) (0.591) (0.410)
IL-6 0.314 | 0.233 _ 0.367 0.141 0.094 | <0.001 £0.25 do+0.50
(0.005) (0.038) (<0.001) (0.212) (0.586) (0.993) slaba povezanost
IL-10 0.272 0.231 0.367 _ -0.034 | 0.194 0.155
(0.015) (0.040) | (<0.001) (0.765) (0.256) (0.169) 00,50 do 40,75
CRP -0.074 | -0.103 | 0.141 | -0.034 _ 0.218 | <0.001 umjerena do dobra
(0.517) (0.364) (0.212) (0.765) (0.201) (0.999) povezanost
PCT -0.138 | -0.093 | 0.094 0.194 | 0.218 _ 0.121
(0.423) (0.591) (0.586) (0.256) (0.201) (0.484) p0.75 do +1.00
Leuko 0.024 | 0.093 | <0.001 | 0.155 | <0.001 | 0.121 ) vrlo dobra do izvrsna
(0.831) (0.410) (0.993) (0.169) (0.999) (0.484) povezanost

Skracenice: AEA (anandamid), arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; IL-6, interleukin-6; 1o+, wiwiivunin-
10; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; Leuko, leukociti. *Spearmanov koeficijent korelacije, rho

5.4.1. Prognoza potrebe za invazivnom mehani¢kom ventilacijom

Analizom krivulje osjetljivosti testa (ROC analizom) ispitana je mogucnost upotrebe

endokanabinoida anandamida i 2-AG kao ranih biljega koji bi ve¢ po prijemu na lijeCenje

prepoznali bolesnika c¢ije klinicko stanje moZe zahtijevati mehanicku potporu disanja.

Analizom je utvrdeno da su oba endokanabinoida rani prognosticki pokazatelji potrebe za IMV

u lijeCenju oboljelih od sepse. Anandamid je pri grani¢noj vrijednosti <21.64 pg/L pokazao
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najvecu osjetljivost (100%, 95%CI 87-100) u predvidanju potrebe za uvodenjem IMV, iako
vrlo slabu specifi¢nost (28%, 95%CI 18-39). 2-AG pri optimalnoj grani¢noj vrijednosti od
<6.60 pg/L imao je najbolju osjetljivost i specificnost od 69% (95%CI 48-86% za osjetljivost i
57-79% za specificnost) u ranoj predikciji potrebe za IMV kod bolesnika oboljelih od sepse.
Od svih upalnih biljega samo je CRP mjeren po prijemu na lijeenje razlikovao bolesnike
kojima ¢e trebati IMV bio je CRP. Rezultati analize krivulje osjetljivosti rane predikcije potrebe

za IMV u sepsi prikazani su u tablici 5.14.

Tablica 5.14. Prognosti¢ka to¢nost endokanabinoida i biljega upale u razlikovanju potrebe za

uvodenjem IMV u lije¢enje oboljelih od sepse

Varijabla AUC 0 Grani¢na | Osjetljivost | Specifi¢nost LR+ LR-
(95% ClI) vrijednost | (95%CI) | (95% CI) | (95% CI) | (95% ClI)
(ﬁgE/ﬁ) (0.5%%3.72) 0032 | <2164 (871-01%0) (182-%9) (1.;;1.6) 0
(2;;25) (0.6%—7(?.79) <0.001 | <6.60 (42?—986) (5?-979) (1.?2.4) (o.gig.s)
(nfg/i) (0.5%%76) 0.005 | >227.6 (567-791) (45-071) (1.13.7) (0.%.8)
(E;{) (0.5%%2.71) 0.057 | >4.21 (42?—986) (465—%9) (1.12.3) (O.gi.O)
(L;/ﬁ) (0.5%%71) 0.053 | 69. (567-791) (425%5) (1.;;.3) (o.gl?).g)
(Irlw_glll?) (0.4%-502.62) 0.782 | >22 (375—878) (445—566) (o.éi.g) o.&?-'f.?s)
(xL " (L)ngjﬁ) (0.42‘;-55).63) 0610 | <149 (486-986) (32-%7) (o.slaij) (0.21.3)

Skracenice: AUC, povrSina ispod krivulje osjetljivosti testa; CI, interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval); AEA
(anandamid), arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; IL-6,
interleukin-6; IL-10, interleukin-10; Leuko, leukociti.

5.4.2. Analiza ¢imbenika rizika za upotrebu invazivne mehanicke ventilacije u lijeGenju
sepse
Univarijatna logisticka regresijska analiza pokazala je da su endokanabinoidi
anandamid i 2-AG c¢imbenici rizika za uvodenje IMV u lijeenje sepse. Medutim, nakon $to
su u multivarijatni regresijski model ukljuéene sve varijable koje utjecu na ishod potrebe za
IMV, jedini nezavisni rani ¢imbenici rizika za IMV bili su bodovni sustavi gSOFA 1 SOFA,
sO21 endokanabinoid anandamid. Omjer izgleda za potrebu uvodenja IMV smanjio se za vise

od 20% s porastom koncentracije anandamida za 1 pg/L (tablica 5.15).
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5.Rezultati

Tablica 5.15. Analiza ranih ¢imbenika rizika za potrebu uvodenja invazivne mehanicke

ventilacije bolesnicima oboljelim od sepse

UNIVARIJATNA

MULTIVARIJATNA

VARIJABLA LOGISTICKA LOGISTICKA
REGRESIJSKA ANALIZA | REGRESIJSKA ANALIZA
OR (95% ClI) P OR (95% ClI) p
Dob 0.97 (0.93-0.99) 0.026
Spol (M) 0.94 (0.38-2.32) 0.889
MAP 0.95 (0.92-0.98) 0.002

Tjelesna tezina

0.97 (0.94-0.99) 0.036

0.92 (0.85-1.01) 0.052

4SOFA 2.35 (1.35-4.07) 0.002 0.12 (0.02-0.69) 0.018
SOFA 1.83(1.43-2.35) | <0.001 | 457 (1.87-11.18) | <0.001
pH 0.03 (0.01-2.49) 0.118
pO; 0.80 (0.66-0.97) 0.023
pCO; 1.21 (1.01-1.46) 0.041
sO; 0.92(0.88-0.96) | <0.001 | 0.79(0.67-0.93) 0.005
Anandamid 0.93 (0.88-0.99) 0.027 0.79 (0.67-0.93) 0.004
2-AG 0.95 (0.91-0.99) 0.035

C-reaktivni protein

1.01 (1.00-1.01) 0.017

Prokalcitonin

0.99 (0.99-1.01) 0.659

Interleukin-6

1.00 (0.99-1.01) 0.152

Interleukin-10

1.00 (0.99-1.01) 0.942

Leukociti 1.01 (0.94-1.06) 0.973
NEUT% 1.02 (0.98-1.07) 0.265
MONO% 0.77 (0.63-0.94) 0.012
Hemaoglobin 0.97 (0.95-0.99) 0.005
MCHC 0.95 (0.92-0.99) 0.003
aPTV 3.70 (1.04-13.15) 0.043
GGT 1.01 (1.01-1.02) 0.038
Bilirubin 1.02 (0.99-1.05) 0.100
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5.Rezultati

Nastavak tablice 5.15.

VARIJABLA UNIVARIJATNA MULTIVARIJATNA
LOGISTICKA LOGISTICKA
REGRESIJSKA ANALIZA REGRESIJSKA ANALIZA
OR (95% CI) p OR (95% CI) P
Albumin 0.82 (0.73-0.92) 0.001
Urea 1.04 (0.99-1.08) 0.055
Kreatinin 1.00 (1.00-1.01) 0.006

Skracenice: OR, omjer izgleda (engl. Odds Ratio); Cl, interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval); MAP, srednji arterijski
tlak (engl. Mean Arterial Pressure); gSOFA ljestvica (engl. quick Sequential Organ Failiure Assessment); SOFA ljestvica
(engl. Sequential Organ Failiure Assessment); pO2, parcijalni tlak kisika; pCOz, parcijalni tlak uglji¢nog dioksida; sOz,
saturacija hemoglobina kisikom; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; NEUT%, postotak neutrofilnih granulicita; MONO%, postotak
monocita; MCHC, srednja stani¢na koncentracija hemoglobina (engl. Mean Cellular Hemoglobin Concentration); aPTV,
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; GGT, gama-glutamil transferaza.

Jednadzba modela A logisti¢ke regresijske analize je slijedeca:

logit(p) = 18.181 — 0.240%(anandamid) — 2.113x(qSOFA) + 1.520x(SOFA) -0.239x(s02) (3)

Hosmar-Lemeshow testom testirana je statisticka znacajnost dobivenog regresijskog
modela u razlikovanju bolesnika koji ¢e tijekom lije¢enja trebati potporu mehanicke ventilacije.
Rezultati testa pokazali su da regresijski model statisticki znacajno razlikuje bolesnike s
potrebom za IMV u lijecenju sepse (x> 1.285, DF 8, p=0.996). Upotrebom opisanog regresijskog

modela za 90% ispitanika ispravno je prognozirana potreba za IMV (tablica 5.16. A).

Prognosticka to€nost vjerojatnosti potrebe za IMV u oboljelih od sepse upotrebom
prikazanog regresijskog modela, koji ukljucuje endokanabinoid anandamid, sO2 te sustave
bodovanja qSOFA i SOFA kao nezavisne prediktivne varijable, bila je AUC=0.967 (95%ClI
0.945 — 0.999). Osjetljivost i specifi¢nost ovog modela u predvidanju potrebe za IMV bila je
100% (slika 5.7).

Radi ocjene jacine doprinosa endokanabinoida modelu rane prognoze potrebe za IMV
u sepsi, provedena je logisticka regresijska analiza s ukljuenim svim nezavisnim varijablama
koje su uklju¢ene i u model A (varijable sa statistickom znac¢ajnosti <0.1 u univarijatnoj analizi
prikazane u tablici 5.16), osim endokanabinoida anandamida i 2-AG. Regresijski model B je
kao nezavisne ¢imbenike rizika za IMV izdvojio sO2 i sustave bodovanja gSOFA i SOFA.
Medutim, omjeri izgleda za IMV sve tri varijable bili su manji nego u modelu A (OR (sO2)
0.91, 95%CI 0.86-0.96; OR (qSOFA) 0.35, 95%CI 0.13-0.93; OR (SOFA) 2.22, 95%CI 1.56-
3.15).
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5.Rezultati

Tablica 5.16. Vrijednost modela logisticke regresijske analize u razlikovanju potrebe za

invazivnom mehanickom ventilacijom oboljelih od sepse

MODEL A - regresijski model sa endokanabinoidima

POTREBA IMV U SEPSI
Predvideno modelom A Ud¥0. tf)cnc_) Negelkerke R?
klasificiranih
POTREBA IMV U SEPSI NE DA
Promatrane skupine NE 69 1 86% 0873
P DA 0 26 100%
% tocno Klasificiranih pacijenata upotrebom modela A 90%
MODEL B - regresijski model bez endokanabinoida
POTREBA IMV U SEPSI

Predvideno modelom b

Udio to¢no

Negelkerke R?

klasificiranih
POTREBA IMV U SEPSI NE DA
Promatrane skupine NE >2 28 05% 0675
DA 0 26 100%
% tocno klasificiranih pacijenata upotrebom modela B 74%

Skraéenice: IMV, invazivna mehanic¢ka ventilacija
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Slika 5.7. Rezultati analize krivulje osjetljivosti prognosticke tocnosti regresijskog modela A

u razlikovanju oboljelih od sepse koji su trebali invazivnu mehanicku ventilaciju
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5.Rezultati

Model B, koji nije ukljucivao endokanabinoide, kao ¢imbenike rizika za IMV, ispravno
je klasificirao manje ispitanika nego model A (74%; tablica 5.16 B).

Ukljucivanjem i endokanabinoida anandamida kao nezavisnog ¢imbenika rizika,
znacajno se povecava vrijednost regresijskog modela u ranoj prognozi potrebe za IMV u

lijeCenju sepse.

5.5. ISHOD 2c: Potreba za terapijom vazopresorima

Tijekom hospitalizacije 28 (26%) bolesnika trebalo je vazoaktivnu potporu. Od
vazopresora najéesc¢e koristen je noradrenalin, dok je u dva slucaja koristen adrenalin. Svi
ispitanici kojima je bila potrebna vazoaktivna potpora lijeeni su u jedinici intenzivnog
lijecenja. Od ukupnog broja ispitanika kojima je bila potrebna vazoaktivna potpora, 25 (89%)
ispitanika je preminulo. Svi ispitanici koji su trebali vazoaktivnu potporu veé¢ po prijemu imali
su znacajno nizi krvni tlak (MAP 66; 56-72 mmHg) i sustavi bodovanja qSOFA i SOFA
ukazivali su na teSko klinicko stanje. Oba sustava bodovanja u izracun ukljucuju srednji
arterijski tlak kao vaznu sastavnicu koja znacajno doprinosi loSijim vrijednostima izracuna.
Ostecenje vitalnih organa, poput pluéa, bubrega i jetre, ve¢ po dolasku na lijeCenje bio je
izrazeniji u skupini oboljelih koji su kasnije tijekom hospitalizacije trebali vazoaktivnu potporu
za odrzavanje krvnog tlaka. Takoder, ovi ispitanici imali su znacajno niZe vrijednosti
endokanabinoida anandamida (p<0.001). 2-AG nije znaajno razlikovao dvije ispitivane
skupine bolesnika. Osnovna obiljezja bolesnika ovisno o potrebi za vazoaktivnom terapijom

prikazana su u tablici 5.17.

I u slucaju pracéenog ishoda potrebe za vazoaktivhom terapijom, endokanabinoidi

anandamid i 2-AG pokazali su visok stupanj medusobne korelacije (slika 5.8).
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5.Rezultati

Tablica 5.17. Osnovne znacajke ispitanika oboljelih od sepse ovisno o potrebi za

vazoaktivnom terapijom

VAZOAKTIVNA BEZ
VARIJABLA POTPORA VAZOAKTIVNE p
(N=28) POTPORE
(N=78)
DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE
Muskarci, N (%) 8 (29) 33 (42) 0.260*
Dob, medijan (raspon) 66 (35-87) 73 (27-94) 0.112%
IZVOR UPALE, N (%)
Disni sustav 14 (50) 29 (37) 0.267*
Mokraéni sustav 8 (29) 31 (40) 0.364%
Ostale bolesti? 4 (14) 12 (15) 1.000+
Nedefiniran izvor 2(7) 5 (6) 1.000t
BODOVNI SUSTAVI U SEPSI, medijan (IQR)
qSOFA 2 (2-3) 1(1-2) <0.001%
SOFA 11 (9-13) 5 (3-7) <0.001%
GCS 11 (5-13) 15 (12-15) <0.001%
KLINICKA MJERENJA, medijan (IQR)
MAP (mmHg) 66 (56-72) 77 (69-91) <0.001%
sO2 (%) 82 (71-90) 92 (88-96) <0.001%
LABORATORIJSKA MJERENJA, medijan (IQR)
Leukociti (x10%L) 13.3(10.3-17.1) 13.6 (10.5-19.7) 0.496%
Hemoglobin (g/L) 102 (90-125) 115 (96-134) 0.142%
Neutrofili (%) 77 (71-86) 72 (61-77) 0.006%#
Nesegmentirani neutrofili(%) 5 (2-11) 9 (4-15) 0.036%
Monociti (%) 3(2-7) 6 (3-8) 0.039%
Protrombinsko vrijeme, udio 0.59 (0.46-0.89) 0.87 (0.59-1.04) 0.041%
aPTV (omjer) 0.99 (0.81-1.27) 0.96 (0.90-1.10) 0.682%
D-dimeri (ug/L) 3691 (1337-7832) 3265 (1485-6974) 0.974%
ALT (U/L) 41 (19-88) 22 (15-40) 0.028%
GGT (U/L) 48 (29-202) 30 (18-56) 0.007+
Albumin (g/L) 20.9 (19.3-26.3) 26.9 (22.7-29.2) <0.001%
C-reaktivni protein (g/L) 258.9 (189.4-352.8) 221.4 (173.6-302.4) 0.200+
Prokalcitonin (ug/L) 10.95 (5.26-48.13) 2.38 (0.84-14.74) 0.012%
Interleukin-6 (ng/L) 98.3 (74.4-498.7) 68.7 (33.7-174.5) 0.012%
Interleukin-10 (ng/L) 36.5 (16.1-94.8) 17.9 (0.9-54.5) 0.048%
Urea (mmol/L) 20.5 (13.4-31.3) 13.4 (8.3-21.6) 0.014%
Kreatinin (umol/L) 170 (133-382) 139 (91-231) 0.043%
ENDOKANABINOIDI, medijan (IQR)
Anandamid (pg/L) 5.98 (2.38-8.94) 9.54 (5.72-22.52) <0.001%
2-AG (ug/L) 6.53 (2.83-19.70) 8.33 (4.30-23.45) 0.247%

0stale bolesti: karcinomi, infekcija centralnog venskog katetera, akutni kolecistitis
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5.Rezultati

Tablica 5.17. - Skracenice: IQR, interkvartilni raspon (engl. Interquartile Range); gSOFA ljestvica (engl. quick
Sequential Organ Failiure Assessment); SOFA ljestvica (engl. Sequential Organ Failiure Assessment); GCS,
Glasgowska skala kome; MAP, srednji arterijski tlak (engl. Mean arterial pressure); aPTV, aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme; ALT, alanin aminotransferaza; GGT, gama-glutamil transferaza; CK-MBa, aktivnost
MB podjedinice kreatin kinaze; anandamid, arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; *y? test;
tFisherov egzaktni test; Mann-Whitney test
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Slika 5.8. Povezanost endokanabinoida anandamida i 2-arahidonoilglicerola ovisno o potrebi

za vazoaktivhom terapijom

5.5.1. Prognoza potrebe za vazoaktivnom terapijom u sepsi

Analizom krivulje osjetljivosti (ROC analizom) ispitana je prognosticka toc¢nost
endokanabinoida i biljega upale u razlikovanju dviju skupina ispitanika oboljelih od sepse,
ovisno o ishodu potrebe za vazoaktivhom terapijom. Rezultati su pokazali da je od dva
ispitivana endokanabinoida samo anandamid rani pokazatelj potrebe za vazoaktivhom
potporom u lijecenju hipotenzije u sepsi. Od ispitivanih upalnih biljega, proupalni biljezi PCT
i IL-6 te protuupalni biljeg IL-10 bili su zna¢ajni pokazatelji potrebe za uvodenjem vazoaktivne
terapije u lijeCenje. PovrSina ispod krivulje, AUC, najvec¢a je za anandamid, 0.716 (95%CI
0.620-0.799, p<0.001), potom slijedi PCT sa AUC 0.700 (95%CI 0.566-0.813, p=0.004), IL-6
sa AUC 0.661 (95%Cl 0.562-0.719, p=0.005) i IL-10 s AUC 0.627 (95%CI 0.527-0.719,
p=0.044). Krivulje osjetljivosti i grani¢ne vrijednosti s najve¢om osjetljivosti 1 specifi¢nosti za
razlikovanje septi¢nih pacijenata koji su trebali vazoaktivnu potporu tijekom hospitalizacije,

prikazane su na slici 5.9 i tablici 5.18.
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Slika 5.9. Rezultati analize krivulje osjetljivosti endokanabinoida anandamida (A) i 2-
arahidonoilglicerola (B) te biljega upale interleukina-6 (C) i interleukina-10 (D) u

razlikovanju potrebe za vazoaktivnom potporom u lije¢enju hipotenzije u sepsi
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Tablica 5.18. Prognostic¢ka to¢nost endokanabinoida, proupalnih i protuupalnih biljega u

razlikovanju pacijenata sa i bez potrebe za vazoaktivnom terapijom u lijeCenju sepse

5.Rezultati

Vil ﬁlr;rclilrcng:t O(ng;[/? ic\:llo)St Slzgegfii/i:éc?l(;“ (9;2 Jcrzl) (95%/?&) P
(ﬁgE/ﬁ) <6.96 (588—?4) (5645-?6) (1.316?26.90) (0.3%51390) <0.001
(2;:;%) <6.60 (3544-(?3) (5%?5) (0.910'51;40) (0.5%-712.10) 0.249
(ﬁgfﬁ) >221.6 (fi?l) (4556-?8) (1.010'?27.10) (0.4%?13.10) 0.214
(FEL) >4.66 (281-03)5) (4620-?5) (1.326?510) (0.1%?02.80) 0.004
(LZ_/?_) >14.1 (5755-?9) (2??—0(/306) (1.210'?27.30) (0.2%%3.90) 0.005
(Ir|1_g/1L0) >28.1 (288-0?4) (5613-0?4) (1.21cfz3.70) (0.3%3)1.90) 0.044
(XL fg"i;i) 520 (7973—?9) (12;1?:{305) (1.110'-213.40) (o.o%-zlg.zo) 0.468

Skracenice: AUC, povrSina ispod krivulje osjetljivosti testa; CI, interval pouzdanosti; AEA (anandamid),
arahidonoiletanolamin; 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; CRP, C-reaktivni protein; PCT, prokalcitonin; IL-6, interleukin-6; IL-

10, interleukin-10; Leuko, leukociti.

5.5.2. Analiza ¢imbenika rizika za upotrebu vazoaktivne potpore u lijeGenju sepse

Logistickom regresijskom analizom ispitano je jesu li endokanabinoidi anandamid i 2-
AG rani ¢imbenici rizika za potrebu uvodenja vazoaktivne potpore radi odrzavanja krvnog tlaka
kod oboljelin od sepse. Univarijatna logisticka regresijska analiza pokazala je da su
endokanabinoid anandamid, proupalni biljeg IL-6, udio monocita i neutrofila, srednji arterijski
tlak, sustavi bodovanja izraunati po prijemu bolesnika (QSOFA 1 SOFA) te biljezi funkcije
jetre (GGT, albumin), bubrega (urea, kreatinin) i plu¢a (sO2) rani ¢imbenici rizika za upotrebu
vazoaktivne terapije u lijeCenju sepse. Nakon S$to su u multivarijatni model logisticke
regresijske analize ukljuceni svi statisticki znacajni biljezi, samo su se anandamid, sustav
bodovanja SOFA, puls i kreatinin pokazali kao nezavisni rani ¢imbenici rizika za potrebu
uvodenja vazoaktivne terapije u sepsi. Omyjer izgleda za upotrebu vazoaktivne terapije smanjio
se za 9% s porastom koncentracije anandamida za 1 pg/L. Cimbenik rizika koji najznagajnije
utjeCe na ishod potrebe za vazoaktivnom terapijom je SOFA sustav bodovanja, €iji porast

povecava izglede za 3.13 puta (tablica 5.19).
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5.Rezultati

Tablica 5.19. Analiza ranih ¢imbenika rizika za potrebom uvodenja vazoaktivne potpore u

lijecenje oboljelih od sepse

UNIVARIJATNA

MULTIVARIJATNA

VARIJABLA LOGISTICKA LOGISTICKA
REGRESIJSKA ANALIZA | REGRESIJSKA ANALIZA
OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p

Dob 0.98 (0.95-1.01) 0.112

MAP 0.94 (0.90-0.97) <0.001

sO, 0.94 (0.91-0.98) 0.001

Puls 0.98 (0.97-1.01) 0.074 0.98 (0.95-1.01) 0.013

GCS 0.78 (0.69-0.88) <0.001

qSOFA 2.72 (1.55-4.75) <0.001

SOFA 2.01 (1.52-2.68) <0.001 3.13 (1.79-5.46) <0.001

Anandamid 0.90 (0.83-0.97) 0.020 0.91 (0.82-0.99) 0.008

2-AG 0.99 (0.98-1.01) 0.435

C-reaktivni protein

1.00 (0.99-1.01) 0.169

Prokalcitonin

1.00 (0.99-1.01) 0.096

Interleukin-6

1.01 (1.01-1.02) 0.047

Interleukin-10

1.01 (0.99-1.03) 0.096

Leukociti 0.97 (0.91-1.03) 0.279
NEUT% 1.07 (1.02-1.13) 0.011
LIMFO% 0.97 (0.91-1.04) 0.398
MONO% 0.82 (0.68-0.99) 0.043
ALT 1.00 (0.99-1.01) 0.869
GGT 1.01 (1.01-1.02) 0.003
Albumin 0.85 (0.76-0.94) 0.002
Urea 1.04 (1.01-1.08) 0.044
Kreatinin 1.02 (1.01-1.04) 0.049 0.99 (0.82-1.01) 0.008

Skracenice: OR, omjer izgleda (engl. Odds Ratio); Cl, interval pouzdanosti (engl. Confidance Interval); MAP,
srednji arterijski tlak (engl. Mean Arterial Pressure); sO», saturacija hemoglobina kisikom; GCS, Glasgowska
skala kome; gSOFA ljestvica (engl. quick Sequential Organ Failiure Assessment); SOFA ljestvica (engl.
Sequential Organ Failiure Assessment); 2-AG, 2-arahidonoilglicerol; NEUT%, postotak neutrofilnih granulocita;
LYM%,postotak limfocita, MONQ%, postotak monocita; ALT, alanin aminotransferaza; GGT, gama-glutamil

transferaza.
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5.Rezultati

Jednadzba modela logisti¢ke regresijske analize je:

logit(p) = -5.310 —0.093x (anandamid) —0.009x(kreatinin) —0.023x(puls) +1.140x(SOFA) (4)

Hosmer-Lemeshow test pokazao je da regresijski model statisticki znac¢ajno razlikuje
pacijente koji ée trebati vazoaktivnu potporu (x?=3.276, DF=8, p=0.916). Ovaj model pravilno
je Kklasificirao 91% pacijenata koji su trebali vazoaktivnu potporu (tablica 5.20 A).

Prognosticka to¢nost potrebe za vazoakrivnom terapijom u oboljelih od sepse ocjenjena
prikazanim regresijskim modelom (jednadzba 4) bila je AUC 0.966 (95%CI 0.911-0.991).
Prognosticka osjetljivost i specificnost ovog modela u razlikovanju pacijenata kojima je

potrebna vazoaktivna terapija, u odnosu na one kojima nije, bila je 100% (slika 5.10).
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Slika 5.10. Rezultati analize krivulje osjetljivosti prognosticke to¢nosti regresijskog modela A

u razlikovanju oboljelih od sepse koji su trebali vazoaktivnu terapiju
Kako bi se ocijenila jac¢ina doprinosa anandamida regresijskom modelu rane prognoze

potrebe za vazoaktivnom potporom u sepsi, ucinjena je multivarijatna logisticka regresijska

analiza sa svim varijablama kao i u modelu A, ali bez endokanabinoida anandamida (model B).
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5.Rezultati

Tablica 5.20. Vrijednost modela logisticke regresijske analize u razlikovanju potrebe za

uvodenjem vazoaktivne potpore oboljelima od sepse

MODEL A - regresijski model sa endokanabinoidima

POTREBA ZA
VAZOPRESORIMA
U SEPSI
Predvideno modelom A Ud¥0. tf)cn(_) Negelkerke R?
klasificiranih
POTREBA ZA VAZOPRESORIMA
U SEPSI NE DA
Promatrane skupine NE 4 4 95% 0.770
P DA 6 22 79%
% tocno klasificiranih pacijenata upotrebom modela A 91%

MODEL B - regresijski model bez endokanabinoida

POTREBA ZA
VAZOPRESORIMA
U SEPSI
Predvideno modelom B Ud%o_ tf)cn(_) Negelkerke R?
klasificiranih
POTREBA ZA VAZOPRESORIMA
U SEPSI NE DA
Promatrane skupine NE [ 3 96% 0.770
P DA 7 21 75%
% to¢no klasificiranih pacijenata upotrebom modela B 91%

Regresijski model B je kao nezavisne ¢imbenike rizika za potrebu vazoaktivne potpore
izdvojio koncentracije kreatinina i bilirubina, puls te sustave bodovanja qSOFA i SOFA.
Medutim, koncentracija bilirubina 1 qSOFA sustav bodovanja nisu statisticki znacajno
doprinosili modelu prognosticke osjetljivosti (p=0.084 za bilirubin 1 p=0.060 za qSOFA).
Regresijski model B koji nije uklju¢ivao endokanabinoid anandamid kao nezavisni ¢imbenik
rizika potrebe za vazoaktivnom terapijom, pravilno je klasificirao jednak postotak pacijenata
kao regresijski model A, koji je ukljucivao i endokanabinoid anandamid (tablica 5.20 B).

Iako je endokanabinoid anandamid nezavisni ¢imbenik rizika za potrebu uvodenja
vazoaktivne terapije u lijeCenje septicnih bolesnika, nema veliki doprinos prikazanom
prognostickom modelu. Najznacajniji u ranoj prognozi potrebe za uvodenjem vazoaktivne

terapije pokazao se SOFA sustav bodovanja.
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6. RASPRAVA

Od otkri¢a prvih endogeno prisutnih kanabinoida 1 njihovih receptora prije 30 godina, ECS
probudio je znatizelju brojnih istrazivaca zbog svoje uloge modulatora razlicitih funkcija
stanica 1 organa u zdravlju i bolesti. Djelujuéi preko CB2R, endokanabinoidi reguliraju i
moduliraju funkcije 1 aktivnost stanica urodene i1 steCene imunosti, $to ih ¢ini vaznim
sudionikom upalnog odgovora organizma. lako je medicinski poznata ve¢ stolje¢ima, sepsa kao
najtezi sustavni oblik upalnog odgovora organizma i danas, u 21. stolje¢u, predstavlja
zdravstveni i terapijski izazov. Sepsa zahvaca brojne organske sustave, ocituje se naglom i
intenzivnom aktivacijom mehanizama urodene i steCene imunosti i oSteenjem endotelnih
barijera, Sto posljedi¢no dovodi do sustavnog oSteCenja i zatajenja organa. Jo§ je mnogo
neodgovorenih pitanja o patofizioloskim procesima razvoja sepse, Sto otezava rano
prepoznavanje trenutka u kojemu lokalizirani odgovor na infekciju postaje sustavan. Isto tako,

malo je spoznaja o ranim dijagnosti¢kim i prognostickim biljezima neZeljenih ishoda sepse.

Ovo istrazivanje je prvo opisano istrazivanje uloge endokanabinoida anandamida i 2-AG u
prognozi nezeljenih ishoda sepse. Glavno istrazivacko pitanje ove studije je, jesu li
endokanabinoidi rani prognosticki biljezi smrtnog ishoda sepse te mogu li predvidjeti razvoj
teSkog oblika sepse — septi€nog Soka, potrebe za IMV 1 terapijom vazopresorima ve¢ po dolasku

bolesnika u bolnicu.

6.1. Op¢a obiljezja ispitanika

Sepsa najviSe pogada odrasle osobe starije od 60 godina. Razlog tomu je u ve¢em broju
pridruZenih bolesti koje utjeCu na imunoloSki odgovor organizma na infekciju. Ispitivanu
kohortu ispitanika oboljelih od sepse €inili su pretezno ispitanici stariji od 60 godina koji su
imali 1 po nekoliko pridruzenih bolesti. Veci broj pridruzenih bolesti utjecao je na ishod sepse
te su preminuli ispitanici imali viSe pridruzenih bolesti u odnosu na prezivjele. Iste rezultate
opisalo je nedavno nekoliko skupina znanstvenika isti¢u¢i kroni¢ne bolesti diSnog sustava i

bubrega te maligne bolesti kao pridruzene bolesti povezane sa smrtnim ishodom sepse (79- 80).
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Glavni izvori infekcije su organski sustavi ¢ije su sluznice u izravnom kontaktu s okolinom.
Pravovremeni odgovor imunoloskog sustava na susret s patogenima na sluznicama kljucan je
za njihovo uklanjanje 1 sprjeCavanje sustavnog razvoja upalne reakcije. Prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji, upravo su disni, mokra¢ni i probavni sustav glavni izvori infekcija iz
pluéa, potom infekcija mokra¢nog sustava te u manjoj mjeri infekcije probavnog sustava. lako
se sepsa definira kao infekcija koja uzrokuje sustavni upalni odgovor, tek u 15-50% sluéajeva
moguce je dokazati prisutnost mikroorganizma koji je uzro¢nik infekcije (81-82). Sukladno

literaturi i u ovom je istrazivanju uzro¢nik sepse izoliran tek iz 57% kultura.

Smrtni ishod sepse imalo je 53 ispitanika. lako pojedinim ispitanicima dijagnoza sepse nije
bila postavljena odmah po prijemu, kod svih su bili prisutni simptomi sustavne upalne reakcije
na infekciju definirani prema Sepsis-2 smjernicama. Da bi se postavila sumnja na razvoj sepse,
Sepsis-3 smjernice preporucaju brzu procjenu upotrebom qSOFA sustava bodovanja te ocjenu
funkcije i oStecenja organa i prognozu nezeljenih ishoda izraCunom SOFA sustava bodovanja.
Izrazeniji simptomi sustavne upale uoceni su kod ispitanika sa smrtnim ishodom, kao 1 vece
vrijednosti qSOFA 1 SOFA sustava bodovanja. U opseZznom istrazivanju, u koje je bilo
uklju¢eno vise centara hitne medicine 1 JIL jedinica, Seymour i sur. takoder su dokazali da vece
vrijednosti gSOFA i SOFA sustava bodovanja predvidaju smrtni ishod kod bolesnika sa

sumnjom na sepsu (11).

6.2. Razlike biljega mjerenih po prijemu i otpustu s lije¢enja

Ispitanici oboljeli od sepse po prijemu na lijeCenje bili su u aktivnoj proupalnoj fazi sepse,
Sto se ocituje u porastu broja leukocita, koncentracije proupalnih biljega i aktivaciji neutrofilnih
granulocita. Ispitanicima s ishodom prezivljenja mjerenja biljega upale i oSteCenja tkiva

ucinjena su 1 prije otpusta s bolnickog lijeCenja.

Kod svih prezivjelih ispitanika uocava se pad koncentracije upalnih biljega po otpustu s
lijeenja. Medutim, koncentracije endokanabinoida ostale su podjednake kao u trenutku
prijema na lijeCenje. lako su istrazivanja dokazala da su koncentracije anandamida i 2-AG
povecéane u sepsi (83-84), organizam ih odrZzava u uskom i stalnom rasponu. Isti rezultat opazili

su i Ladak 1 sur., koji su u istrazivanje ukljucili 49 ispitanika oboljelih od sepse koji su bili
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hospitalizirani u JIL-u. Svim ispitanicima su prvi i drugi dan po prijemu na lijeCenje odredene
koncentracije endokanabinoida anandamida i lipida palmitoiletanolamida (PEA) i
oleiletanolamida (OEA). Kod 26 prezivjelih ispitanika navedeni biljezi odredeni su i po
oporavku. Niti ova skupina istraziva¢a nije uocila znacajnu razliku u koncentracijama
anandamida po prijemu i po otpustu s lijecenja (85). Upravo Cinjenice da dinamika promjene
koncentracije endokanabinoida nije tako izrazena kao promjena koncentracije proupalnih i
protuupalnih biljega i da se ona ne mijenja po otpustu s lijeGenja kada se aktiviraju procesi
cijeljenja 1 obnavljanja tkiva, podupire dosadasnje znanje o funkciji endokanabinoida kao
regulatora upalnog procesa i biljega cijeljenja ostecenog tkiva. Anandamid je pokazao znacajnu
pozitivnu povezanost s protuupalnim citokinom IL-10 po otpustu s lijecenja, $to je dokazano i
na stani¢nim 1 na Zivotinjskim modelima sepse (72, 86-87). U nedavnom istraZivanju Angelina
i sur. dokazali su da aktiviranje kanabinoidnih receptora tijekom upale aktivira FOXP3+ Treg
limfocite, koji oslobadaju IL-10 i neophodni su za uravnoteZzenu imunolosku reakciju u sepsi i
odrzavanje homeostaze (88). Moguéi razlog produljeno poveéane koncentracije
endokanabinoida je i njihovo sudjelovanje u ponovnom uspostavljanju homeostaze nakon
sustavne upalne reakcije.

Dva su endokanabinoida pokazala znacajnu medusobnu pozitivnu povezanost i po prijemu
i po otpustu s lije¢enja. Koncentracije anandamida i 2-AG u upali mijenjaju se zajedno te porast
koncentracije jednog endokanabinoida prati porast drugoga. Sli¢an rezultat dokazali su Ladak
1 sur., iako su oni uocili jednak smjer promjene endokanabinoida anandamida i pratecih,
entourage (engl. pratnja), lipida PEA i OEA (85). Ovi lipidi se danas smatraju dijelom ECS, ali
ne 1 pravim endokanabinoidima, budu¢i da nije dokazano da se veZu na kanabinoidne receptore.
Dokazano je da se veZu s velikim afinitetom i nadmecu s anandamidom za vezna mjesta na
FAAH enzimu koji razgraduje anandamid te tako povecavaju njegovu koncentraciju i
omoguc¢uju duze vrijeme djelovanja (89-90). Jednaki smjer promjene anandamida i 2-AG jos
nije opisan, iako je dokazano da se oba endokanabinoida sintetiziraju i oslobadaju iz stanica

imunoloskog sustava (91-92).

6.3. ISHOD 1: Ishod lijecenja oboljelih od sepse
Nove smjernice, posebno zadnje izdanje smjernica Kampanje za prezivljenje sepse

(engl. Surviving Sepsis Campaign) iz 2021. (25), daju puno jasnije preporuke o terapijskim

postupcima u lije¢enju sepse i septi¢nog Soka. Medutim, smrtnost ove slozene bolesti i dalje je
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velika. Istrazivanja, ali i svakodnevno klinicko iskustvo, svjedoce da je klju¢no rano prepoznati
znakove sepse 1 zapoceti s terapijom, ali isto tako i pravovremeno prepoznati bolesnika s ve¢im
rizikom za smrtni ishod lijeCenja. Literaturni podatci o ranim prognostickim biljezima smrtnosti
su ograniceni.

Jedan od glavnih ciljeva ovog istrazivanja bio je ispitati jesu li endokanabinoidi, ve¢ u
trenutku prijema na lijeenje, rani prognosti¢ki biljezi prezivljenja. Prema literaturnim
podatcima ovo je prvo istrazivanje koje usporeduje prognosti¢ku ulogu endokanabinoida i
proupalnih biljega kod septi¢nih bolesnika. [zmedu prezivjelih i preminulih ispitanika nije bilo
razlike u koncentraciji proupalnih biljega (leukocita, PCT, CRP i IL-6) i endokanabinoida
anandamida i 2-AG u trenutku dolaska na lijeCenje. Isti rezultat uocili su Ladak i sur. u
istrazivanju endokanabinoida anandamida u sepsi (85).

Najvise su kao prognosticki biljezi smrtnosti u sepsi ispitivani PCT 1 CRP. Rezultati tih
istrazivanja su kontradiktorni i ne nude ¢vrste dokaze o njihovoj upotrebi u ranoj prognozi
smrtnog ishoda. PCT je ve¢inom ispitivan u populaciji septicnih bolesnika lije¢enih u JIL-u.
Suranadi i sur. su pokazali da PCT>7 pg/L predvida smrtni ishod od sepse u JIL-u (93), dok su
Zaccone i sur. pokazali da PCT, kao samostalan biljeg, nema zadovoljavaju¢u to¢nost u
predvidanju smrtnosti od sepse u JIL-u (94). Medutim, u JIL se zaprimaju bolesnici s teskim
oblikom sepse i septicnim Sokom 1 takvi rezultati nisu u potpunosti usporedivi s ovim
istrazivanjem, u kojem je prognosticka uloga biomarkera ispitana kod oboljelih od sepse po
prijemu na lijeCenje. U ispitivanoj skupini nisu svi ispitanici razvili septicni Sok, niti su svi
lije¢eni u JIL-u, iako je smrtnost medu ispitanicima bila veca. Effendi 1 sur. ispitali su ulogu
PCT-a u ranoj prognozi smrtnosti oboljelih od sepse uzrokovane gram negativnim bakterijama.
AUC vrijednost PCT-a u predvidanju smrtnog ishoda bila je tek 0.45 (95% CI 0.36-0.54), §to
pokazuje slabu prognozu smrtnog ishoda temeljem vrijednosti PCT-a mjerene u trenutku
prijema na lijecenje (95).

Sliéno kao PCT, uloga CRP-a u prognozi smrtnog ishoda sepse ispitana je pretezno u
oboljelih koji su lije¢eni u JIL-u. Koozi i sur. (42) te Mohamed i sur. (96) pokazali su da je
porast CRP-a povezan s ve¢om smrtnosti oboljelih od sepse u JIL-u. lako su CRP i PCT §iroko
dostupni biljezi upale, njihova je uloga u ranom predvidanju smrtnog ishoda sepse ogranic¢ena
1uloga im je znacajnija ukoliko se kombiniraju s drugim biljezima upale i oStecenja organa (97-
98).

U usporedbi s opisanim biljezima upale, jedino je anandamid predvidio smrtni ishod
septi¢nih bolesnika ve¢ po prijemu na lijeCenje. Ispitanici koji su po prijemu imali koncentraciju

anandamida >7.16 pg/L, imali su veéi rizik za smrtni ishod u slijede¢ih 28 dana. U ovom su
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istrazivanju oboljeli od sepse, u trenutku prijema i odredivanja koncentracije biljega u krvi, bili
u proupalnoj fazi sepse. Djelujuc¢i na CB2R, endokanabinoidi ostvaruju protuupalno djelovanje
te tako reguliraju i sprjeCavaju pretjeranu upalnu reakciju. Medutim, kako se radi o
biomarkerima cije je djelovanje vrlo ovisno o koncentraciji (99), pri vecoj se koncentraciji
endokanabinoidi mogu vezati i na periferne CB1R i tako ostvariti suprotan ucinak od
o¢ekivanog utiSavanja upale. Osim toga, mogu se metabolizirati djelovanjem COX ili LOX
enzima u proupalne prostaglandine i leukotriene. Zbog sveprisutnosti ECS u ljudskom
organizmu, veca koncentracija endokanabinoida utjeCe na mnoge organe. Pojacano djelovanje
endokanabinoida pri veéim koncentracijama na CBI1R u endotelu krvnih zila, doprinosi
poremecaju funkcije mikrocirkulacije i hemodinamskoj nestabilnosti. Navedeno se uoc¢ava kod
preminulih ispitanika koji su ve¢ po prijemu imali izrazeniji poremecaj sustava zgruSavanja,
veca ostecenja funkcije bubrega i jetre te veu hemodinamsku nestabilnost. In vivo i in vitro
pokusi pokazuju oprecne rezultate, $to moze biti zbunjujuci ¢imbenik u prijenosu znanja o ECS.
In vitro studije na bakterijama pokazale su izravan antibakterijski uc¢inak endokanabinoida
(100). Feldman i sur. dokazali su da anandamid smanjuje patogeno djelovanje MRSA-e u
strukturama biofilma. Brojne bakterije, koje su viSestruko otporne na antibiotike, otpornost
ostvaruju i mehanizmom stvaranja biofilma. Biofilm je strukturirana zajednica
mikroorganizama koja je zatvorena i zasti¢ena u izvanstani¢cnom prostoru. Formiranje biofilma
¢ini mikroorganizme otpornijim na djelovanje antibiotika i imunoloskog sustava. Anandamid
smanjuje formiranje biofilma, metabolizam bakterija zaStienith u biofilmu 1 njihovu
medusobnu komunikaciju. Zbog amfifilnog svojstva, endokanabinoidi mogu prolaziti kroz
staniéne membrane mikroorganizama te tako mijenjati elasticnost 1 fluidnost stanicne
membrane, §to utjeCe na pokretljivost bakterija (101-102).

Medutim, in vivo studije pokazale su suprotne rezultate i ve¢u smrtnost pri vecoj
koncentraciji anandamida. U istraZivanju Csoke 1 sur. miSevi koji su imali inaktiviran CB2R
imali su manju smrtnost od sepse (103). UtiSavanje pretjerano aktiviranog imunoloSkog sustava
u proupalnoj fazi sepse potrebno je kako bi se smanjila upalna reakcija, medutim, pretjerana
inhibicija funkcije stanica imunoloSkog sustava endokanabinoidima, u prisutnosti bakterija,
omogucit ¢e njihovo razmnozavanje i Sirenje te daljnje oSte¢enje organa.

Iako je anandamid bio jedini rani prognosticki biljeg smrtnog ishoda, u kombinaciji s
drugim ¢imbenicima rizika, nije se pokazao kao nezavisni ¢imbenik rizika. U prvih 28 dana
hospitalizacije, kao rani nezavisni ¢imbenici rizika za smrtni ishod pokazali su se smanjenje
broja leukocita, aktivacija sustava zgrusavanja koja se ocituje potrosnjom fibrinogena,

smanjenje MCHC-a te povecanje SOFA sustava bodovanja. Rana aktivacija sustava
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zgruSavanja pracena prokoagulantnom aktivnosti i potroSnjom trombocita i Cimbenika
zgruSavanja, rizik je za razvoj tezeg oblika sepse i smrtnog ishoda. Uloga SOFA sustava
bodovanja u prognozi nezeljenih ishoda sepse ispitana je u brojnim studijama (104-105).

Po prijemu na lijeCenje uocCena je znaCajna povezanost oba endokanabinoida i u
skupinama preminulih i prezivjelih ispitanika. Porast koncentracije endokanabinoida
anandamida i 2-AG u skupini prezivjelih ispitanika prati porast proupalnih biljega. Aktivacijom
upale sintetiziraju se 1 oslobadaju endokanabinoidi te reguliraju mehanizme upalnog djelovanja
stanica urodene i steCene imunosti. Dokaz zajedniCke aktivacije proupalnih i protuupalnih
mehanizama je i medusobna znacajna povezanost proupalnog citokina IL-6 i protuupalnog
citokina IL-10. Medutim, kod preminulih bolesnika oboljelih od sepse, u trenutku prijema na
lijecenje, uocena je potpuno drugacija slika povezanosti proupalnih i protuupalnih biljega. I u
ovoj skupini bila je prisutna znacajna povezanost dvaju endokanabinoida, ali oni nisu bili
povezani niti sa proupalnim, niti sa protuupalnim biljezima. Poznato je da endokanabinoidi
mogu regulirati upalni proces jo$ jednim mehanizmom - aktivacijom apoptoze limfocita T i B
(106). Takoder, moguce je i da postoje novi i drugaéiji mehanizmi imunoregulacije u bolesnika
s ve¢im rizikom od smrtnog ishoda. Ispitanici sa smrtnim ishodom imali su znacajno vece
vrijednosti gSOFA i SOFA sustava bodovanja i primljeni su na lije¢enje u trenutku kada je
upala ja¢e uznapredovala, nego kod oboljelih s ishodom prezivljenja. Kako je prethodno
opisano, veca koncentracija endokanabinoida i njihovo imunosupresivno djelovanje mogu
imati negativne posljedice na oSte¢enje organa ukoliko uzro¢nik upale joS nije uklonjen iz
organizma. Medudjelovanje ECS s proupalnim i protuupalnim mehanizmima imunoloSkog

sustava u sepsi je slozeno i1 zahtjeva daljnja istrazivanja.

6.4. ISHOD 2a: Razvoj septi¢nog Soka

Tijekom hospitalizacije 23% ispitanika razvilo je najtezi oblik komplikacije sepse —
septicni Sok. Ovo stanje karakterizirano je pretjeranom upalnom reakcijom i opsezZnom
aktivacijom sustava zgruSavanja i kompleksa komplementa, Sto uzrokuje oSteCenje malih
krvnih Zila i kapilara te posljedi¢no viSestruko zatajenje organa.

U ispitivanoj kohorti, ispitanici sa septiénim Sokom ve¢ su u trenutku prijema imali
znacajnije oStecenje viSe organskih sustava, poput bubrega, jetre i1 pluca te su mjerene vece

koncentracije proupalnih biljega, laktata i qSOFA i SOFA sustava bodovanja. Sustav
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zgrusavanja krvi bio je aktiviran i oCitovala se zna¢ajna potroSnjom trombocita i ¢imbenika
zgrusavanja.

Prema literaturnim izvorima, ovo je prvo istrazivanje prognosticke uloge ranog
odredivanja koncentracije anandamida i 2-AG na razvoj septicnog Soka. Koncentracija obaju
endokanabinoida bila je znacajno manja u skupini ispitanika sa septicnim Sokom. Jedino
objavljeno istrazivanje koje je usporedilo koncentraciju anandamida i 2-AG izmedu prezivjelih
i preminulih ispitanika oboljelih od septi¢nog Soka je istrazivanje Kohra i sur. (107), Koji su
ispitivali ulogu izravne hemoperfuzije s polimiksinom B (PMX- hemoperfuzija) na uklanjanje
anandamida i 2-AG u septi¢nom Soku. U istrazivanje su bili uklju¢eni samo oboljeli od
septi¢nog Soka kojima su endokanabinoidi odredeni nakon postavljanja dijagnoze septicnog
Soka. Kao i u ovom istrazivanju, Kohro i sur. takoder su pokazali da je koncentracija
anandamida i 2-AG manja kod ispitanika sa septi¢nim $okom koji su preminuli.

Rezultati ovog istrazivanja slazu se sa prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da je
koncentracija 2-AG u serumu veéa od koncentracije anandamida. Medutim, u ovom je
istrazivanju uoceno da je u skupini ispitanika koji su razvili septi¢ni Sok ve¢ po prijemu na
lijecenje razlika koncentracije dva endokanabinoida bila manja. Uoceno je znacajnije smanjenje
koncentracije 2-AG u odnosu na anandamid $to bi upucivalo na moguéi zastitni ucinak vece
koncentracije 2-AG. Moguce pojasnjenje je u spoznaji da je 2-AG puni agonist CB2R, preko
kojih se pretezno ostvaruju imunomodulatorni i regulacijski u¢inci na stanice imunoloSkog
sustava. Takoder, u ovom su istrazivanju oboljelima od septicnog Soka endokanabinoidi
odredeni prije nego li je doSlo do komplikacija sepse 1 razvio se septi¢ni Sok. U toj pocetnoj
proupalnoj fazi sepse, oni ispitanici koji su razvili septi¢ni Sok imali su nizu koncentraciju obaju
endokanabinoida u krvotoku. Prema dosadasnjim spoznajama, smanjenje koncentracije 2-AG
moze rezultirati tezom upalom i o§tecenjem organa (108).

Ovu teoriju podupire i rezultat manje povezanosti dvaju endokanabinoida u oboljelih od
septiénog Soka (p=0.488 u skupini sa septi¢énim Sokom u odnosu na p=0.804 u skupini ispitanika
bez septicnog Soka). Iako je pozitivha povezanost jo§ prisutna u septicnom Soku, porast ili
smanjenje jednog endokanabinoida nije nuzno slijedilo drugi.

Oba endokanabinoida i proupalni biljezi CRP, PCT i IL-6 pokazali su se kao rani
prognosticki biljezi razvoja septicnog Soka, sa znacajnijom prognostiCkom specifi¢nosti u
odnosu na osjetljivost. Do sli¢nih su rezultata dosli Rayoo i sur. u istraZivanju prognosticke
uloge CRP-a i PCT-a u septicnom Soku (109). Smanjenje koncentracije anandamida i 2-AG te
povecanje koncentracije PCT-a rano predvida razvoj septi¢nog Soka kod oboljelih od sepse sa

velikom prognostickom specificnosti, medutim zbog manje prognosticke osjetljivosti ovih
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biljega, odredeni broj ispitanika ne bi bio rano prepoznat. Druga su istrazivanja pokazala sli¢ne
rezultate za proupalne biljege koji su tek u kombinaciji s drugim biljezima upale i oStecenja
tkiva te sustavima bodovanja to¢nije procijenili rizik razvoja septi¢nog Soka (94).

lako su kao samostalni biljezi i anandamid i 2-AG c¢imbenici rizika za rano
prepoznavanje oboljelih od sepse, koji ¢e razviti stanje septi¢nog Soka, u kombinaciji s ostalim
biljezima, nisu se pokazali kao nezavisni ¢imbenici rizika. Poremecaj funkcije diSnog sustava i
sustava zgruSavanja krvi te oStecenje organa, glavne su znacajke koje rano upuéuju na razvoj

septicnog Soka.

6.5. ISHOD 2b: Potreba za invazivnom mehani¢kom ventilacijom

-----

ostecenje endotela krvnih Zzila i alveola. Zbog pojaanog dotoka proupalnih stanica, poput
neutrofila, makrofaga i oslobadanja medijatora upale, oSte¢uje se membrana izmedu alveola i
krvnih kapilara na kojoj se odvija izmjena plinova, nastaje edem i zatajenje funkcije pluca.
Ostecenje pluénog tkiva znacajno utjeCe na funkciju ostalih organskih sustava u sepsi zbog
nedostatne opskrbe tkiva kisikom. Bolesnici s oSteCenom funkcijom pluéa u sepsi Cesto
zahtijevaju primjenu IMV.

U ovom istrazivanju, kod 77% ispitanika koji su tijekom lijecenja trebali IMV, izvor
infekcije bio je u plu¢éima. Ve¢ po prijemu na lijeenje, ovi su bolesnici imali izraZenije
ostecenje organa. SOz pokazala je sustavnu hipoksiju. Oboljeli od sepse koji su tijekom lijeenja
trebali IMV imali su po prijemu manje koncentracije anandamida i 2-AG, a one su se pokazale
kao rani prognosticki biljezi potrebe za IMV u lijeCenju sepse. AEA se pokazao kao rani
prognosticki ¢imbenik rizika sa znacajnom prognostickom osjetljivosti u predvidanju potrebe
za uvodenjem IMV. lako je malo istrazivanja uloge 1 promjene endokanabinoida u pluénom
tkivu oboljelih od sepse, opisana su sli¢na opazanja. Ladak i sur. takoder su uocili manju
koncentraciju anandamida u septi¢nih bolesnika koji su trebali IMV. U skupini ispitanika koji
su trebali IMV, mjerena koncentracija anandamida bila je 0.20 ug/L, u odnosu na 0.35 pg/L u
skupini koja nije trebala IMV u lijecenju (85). Staiano i sur. dokazali su prisutnost obaju
kanabinoidna receptora i sintezu endokanabinoida anandamida te 2-AG u alveolarnim

makrofagima izoliranim iz tkiva pluca pacijenta s adenokarcinomom. Izrazaj CB2R bio je veci
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od izrazaja CBIR (110). Nadalje, u drugim stanicama u plu¢ima, poput plu¢nih dendritickih
stanica, dokazana je prisutnost kanabinoidnih receptora i sinteza endokanabinoida (111).

Nekoliko istrazivanja uloge endokanabinoida u sepsi i sepsom uzrokovanog ARDS-a
ukazuju na mogucu zastitnu ulogu endokanabinoida u plu¢ima tijekom upalne reakcije. Vecéina
ovih spoznaja dolazi iz istrazivanja ucinjenih na zivotinjskim modelima sepse. Takva su
istrazivanja pokazala da blokiranje enzima koji sudjeluju u razgradnji anandamida i 2-AG,
povecava njihovu koncentraciju u plu¢ima te smanjuje upalu 1 oSte¢enje pluénog parenhima
(112). U istrazivanjima provedenim na miSevima, kojima je sepsa izazvana dodatkom
lipopolisaharida iz bakterija, povecana koncentracija endokanabinoida u plu¢ima sprijecila je
pretjeranu reakciju stanica imunoloskog sustava i oStecenje plu¢a. Anandamid je smanjio dotok
upalnih stanica u pluca i oslobadanje proupalnih citokina IL-2, TNF-a i IFN-y, a povecao
aktivnost Treg limfocita, koji su poznati regulatori imunoloskog odgovora (113-115).

Glavna sastavnica strukture endokanabinoida je arahidonska kiselina koja je izvor za
sintezu razlicitih lipida iz porodice eikozanoida. Ovi lipidni medijatori imaju razli¢ite vazne
uloge u upalnom procesu. Metabolizam eikozanoida i endokanabinoida je usko povezan. 2-AG
se u alveolarnim makrofagima metabolizira pomoc¢u enzima COX-2 u prostaglandin D2 glicerol
i prostaglandin E2 glicerol, za koje je takoder dokazano da smanjuju upalni odgovor i oSte¢enje
pluénog tkiva (116).

Dva endokanabinoida pokazala su snaznu povezanost u skupini oboljelih od sepse koji
nisu trebali pomo¢ IMV-a. Ovi rezultati dodatno potvrduju prethodno opisane rezultate
pozitivne povezanosti dvaju endokanabinoida i ¢injenicu da u regulaciji imunoloSkog odgovora
djeluju zajedno. Ovakav obrazac djelovanja pojavljuje se ponovno samo kod ispitanika koji
nisu razvili komplikacije sepse, dok je u sluc¢aju onih ispitanika, koji su trebali potporu IMV,
uocen promijenjen odnos izmedu dvaju endokanabinoida ve¢ po prijemu na lijeenje. lako je
koncentracija obaju endokanabinoida bila znacajno manja u skupini oboljelih koji su trebali
IMV, ve¢e smanjenje koncentracije bilo je vidljivo za endokanabinoid 2-AG. Uzroci ovog
opaZanja nisu u potpunosti jasni i zahtijevaju dodatna istraZivanja jer upucuju na moguce
zastitno djelovanje 2-AG na pluéa u razvoju komplikacija sepse. In vivo istraZivanja na
Zivotinjama potvrduju izravno zastitno djelovanje 2-AG na pluéa. Costola-de-Souza i sur.
ispitivali su uc¢inak 2-AG na plu¢a u misjem modelu ARDS-a uzrokovanog lipopolisaharidima
bakterija. U skupini miSeva kojima je blokirana aktivhost MAGL enzima koji razgraduje 2-AG,
upala je pluca bila blaza i pracen je ishod prezivljenja. U pluénom tkivu tih zivotinja bilo je
manje neutrofila, uoceno je manje oStecenje krvnih zila i diSnih putova te manja koncentracija

proupalnih citokina (117). Medutim, autori nisu uo¢ili promjenu ovog ucinka nakon primjene
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antagonista CBIR i CB2R, s§to upucuje na moguce djelovanje 2-AG preko drugih ne-
kanabinoidnih receptora (poput GPR) ili njegov metabolizam s COX enzimom u prostaglandine
s protuupalnim djelovanjem. Jedino istrazivanje na ljudima je studija Weisa 1 sur. koji su
dokazali negativnu povezanost 2-AG i potrebe za IMV-om kod pacijenata koji su podvrgnuti
ugradnji sr¢ano-pluéne premosnice (p=-0.43, p=0.030) (118).

Oba endokanabinoida pokazala su se kao rani Cimbenici rizika u prepoznavanju
oboljelih od sepse koji ¢e trebati mehanicki potpomognutu ventilaciju, medutim, samo je
anandamid, uz gSOFA i SOFA sustav bodovanja te sO2, bio nezavisni ¢imbenik rizika. lako je
jasno vidljivo zna¢ajno veée smanjenje koncentracije 2-AG u odnosu na anandamid kod onih
bolesnika koji su trebali IMV, zaStitnu ulogu anandamida na funkciju plu¢a nije moguce
zanemariti. Moguce je da u ovom istrazivanju nije uoceno tako izrazeno smanjenje
koncentracije anandamida jer je dokazano da je koncentracija 2-AG u plazmi i do 10 puta veca,
dok je za pluc¢no tkivo opisana i do 200 puta veca koncentracija 2-AG (119). | Kase i sur.
pokazali su da u teSkoj sepsi 1 septiénom Soku koncentracija anandamida poraste pet puta iznad
normalne vrijednosti, dok koncentracija 2-AG raste znacajno vise, i do 70 puta iznad normalne
vrijednosti u serumu (120). Organizam ravnotezu anandamida odrzava u puno uzim granicama
te je i mala promjena koncentracije dovoljna za ostvarenje u¢inka. Pozitivan u¢inak anandamida
na disni sustav dokazali su Sultan i sur. Nakon intravenozne primjene anandamida, uocili su
poboljsanje funkcije pluéa na modelu ARDS-a izazvanog enterotoksinom B iz bakterije
Staphylococcus aureus. Skupina miSeva koja je primila anandamid imala je manje proupalnih
citokina, manji dotok proupalnih T limfocita i NK stanica, dok je aktivnost protuupalnih i
regulatornih limfocita bila povecana. Autori su pokazali da anandamid ostvaruje modulaciju
aktivnosti stanica imunolo$kog sustava, reguliraju¢i miRNA u tim stanicama (121).

U ovom istrazivanju porast koncentracije anandamida za 1 pg/L smanjio je rizik za
kasniju potrebu uvodenja IMV podjednako kao sO2, jedna od glavnih mjera oksigenacije
organa. Izracunati regresijski model za ranu prognozu moguce potrebe IMV u sepsi tocno je
prepoznao sve ispitanike kohorte koji su uistinu tijekom hospitalizacije trebali potporu
mehanicke ventilacije. Visoka prognosticka osjetljivost 1 specificnost modela ¢ini ga pogodnim
algoritmom za ranu procjenu potrebe IMV kod oboljelih od sepse. Izbacivanjem anandamida
iz modela smanjila se to¢nost prognoze, Sto govori u prilog Njegovoj vaznosti u ranoj prognozi
oStecenja plu¢nog tkiva u sepsi i potrebe za IMV-om. Vazno obiljezje prognostickog modela je
da mogucu potrebu za IMV prepoznaje rano po prijemu bolesnika sa sepsom 1 mogao bi biti
pomo¢ u ranom prepoznavanju bolesnika s vecim rizikom za komplikacije diSnog sustava u

sepsi, medutim, potrebna je daljnja klinicka evaluacija njegove prognosti¢ke uloge.
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6.6. ISHOD 2c: Potreba za terapijom vazopresorima

Vazodilatacija i smanjena prokrvljenost i oksigenacija tkiva glavne su komplikacije
sepse s visokom stopom smrtnosti. U terapiji sepse i septicnog Soka neophodno je povratiti i
odrzati primjerenu prokrvljenost i oksigenaciju organa. Kada pocetni nadomjestak tekucine ne
uspije uspostaviti zadovoljavajuci krvni tlak, u terapiju je potrebno uvesti vazopresore.

Kod oboljelih od sepse, koji su tijekom lijeCenja trebali vazoaktivnu terapiju, uocen je
znacajno nizi srednji arterijski tlak. U ovih ispitanika uocen je i poremecaj funkcije disSnog
sustava, jetre 1 bubrega te vece vrijednosti proupalnih biljega PCT-a i IL-6, nego li u skupini
koja nije zahtijevala upotrebu vazoaktivne terapije. Za razliku od prethodno opisanih ishoda,
samo je u skupini ispitanika koji su trebali vazoaktivnu terapiju vrijednost imunosupresivnog
citokina IL-10 bila znac¢ajno ve¢a. McNamee i sur. dokazali su da kateholamin noradrenalin,
djelujuci preko B-adrenergickih receptora, uzrokuje porast IL-10 (122).

Promjena koncentracije endokanabinoida uocena je i u ishodu potrebe za vazoaktivhom
terapijom. Ispitanici koji su tijekom lijeCenja trebali terapiju vazoaktivnim lijekovima imali su
znacajno nizu koncentraciju anandamida, ali ne i 2-AG, ve¢ po prijemu na lijeenje. Isti rezultat
uodili su Ladak i sur. u svom istrazivanju na oboljelima od sepse . U skupini oboljelih od sepse
koji su tijekom lijecenja trebali vazoaktivnu potporu, uoéili su i vecu koncentraciju proupalnog
citokina TNF-a i protuupalnog citokina I1L-10 (85).

Podatak da je kod oboljelih od sepse koji trebaju vazoaktivnu potporu za odrzavanje
krvnog tlaka koncentracija endokanabinoida anandamida manja, suprotna je rezultatima
dobivenim na Zivotinjskim modelima hipotenzije u sepsi. Endokanabinoidi su dugo smatrani
medijatorima koji isklju€ivo uzrokuju vazodilataciju 1 smanjuju krvni tlak. IstraZzivanja su
pokazala da ucinke vazodilatacije ostvaruju djelovanjem na CB1R. Godlewski i sur. pokazali
su da aktivacija presinaptickih CB1R u Ziv€anim zavrSetcima simpatikusa blokira djelovanje
noradrenalina na glatke miSi¢e krvnih Zila. Upotreba rimonabanta, antagonista CB1R, ponistila
je hipotenzivni u¢inak (123). Medutim, rezultate ovog istrazivanja tesko je interpretirati jer je
istrazivanje provedeno na anesteziranim Stakorima. Kada su kanabinoidi dani Zivotinjama koje
nisu bile anestezirane, uocen je ucinak povisenja krvnog tlaka (124). Wagner i Varga sa
suradnicima proveli su vise istrazivanja na zivotinjskim modelima kojima je sepsa izazvana
pomocu lipopolisaharida bakterija. Pokazali su da povecano oslobadanje anandamida i 2-AG
iz makrofaga i trombocita u sepsi uzrokuje hipotenziju kod septi¢nih Stakora aktivacijom CBIR
(125-126). Medutim, i ovaj je ucinak upitan jer je hipotenzija uocena u istom modelu sepse i

kod zivotinja kojima je genetski uklonjen gen za oba kanabinoidna receptora (127). To je
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pobudilo sumnju da endokanabinoidi ostvaruju hipotenziju preko nekih drugih receptora.
Kasnija istrazivanja vise skupina istrazivaca pokazala su da metaboliti anandamida i 2-AG,
poput N-arahidonoilglicina (AraG) i N-arahidonoilserina (AraS), uzrokuju vazodilataciju preko
GPR18 receptora i1 vaniloidnih TRPV1 receptora. Djeluju¢i na ove receptore, AraG 1 AraS
uzrokuju opustanje glatkih misic¢a krvnih Zila tako Sto aktiviraju o kalciju ovisne kalijske kanale.
Izlazak kalija iz stanica uzrokuje hiperpolarizaciju stanicne membrane i posljedi¢nu
vazodilataciju. Drugi mehanizam kojim dva metabolita endokanabinoida uzrokuju snizenje
krvnog tlaka je pojacano oslobadanje NO zbog blokiranja aktivnosti enzima sintaze dusikovog
Il oksida (NOS) (128-130). Kwolek i sur. opisali su ucinak intravenski primjenjenog
anandamida na krvozilni sustav miSeva. Odgovor krvozilnog sustava na anandamid opisali su
kroz tri faze. U prvoj, ranoj fazi uoceno je kratkotrajno usporenje rada srca i pad krvnog tlaka,
Sto je uzrokovano djelovanjem endokanabinoida na TRPV1 receptore. U drugoj fazi dolazi do
porasta krvnog tlaka mehanizmima koji su posredovani djelovanjem metabolita
endokanabinoida na kalcijske i kalijske kanale na stanicama glatkih misi¢a krvnih zila. U trecoj
fazi uocena je dugotrajna hipotenzija koja je ponekada bila popracena usporenim radom srca.
Ovaj posljednji ucinak takoder je ostvaren djelovanjem endokanabinoida i metabolita na
TRPV1 receptore (131-132). Ovakav uc¢inak endokanabinoida na tonus krvnih zila i krvni tlak
ovisan je o njihovoj koncentraciji. U niskoj koncentraciji anandamid moze uzrokovati Sirenje
krvnih zila i smanjenje krvnog tlaka, dok pri visokoj koncentraciji uzrokuje suzenje krvnih Zila,
Sto su dokazali i Tamaki i sur. (133). Ova posljednja istraZivanja mogla bi objasniti izrazeniju
hipotenziju 1 potrebu za vazoaktivnom terapijom kod ispitanika, koji su u ovom istrazivanju i
istrazivanju Ladak 1 sur. imali nizu koncentraciju anandamida. Pojacanim metabolizmom 1
potrosnjom endokanabinoida nastaju metaboliti koji su agonisti nespecifi¢nih kanabinoidnih
receptora, preko kojih ostvaruju hipotenzivni u¢inak. Zbog oprecnih rezultata djelovanja i uloge
ECS na krvozilni sustav ljudi i Zivotinja, potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se bolje
razumjela njihova uloga u razvoju i sprjeavanju hipotenzije u teSkom obliku sepse i septi¢nom
Soku.

Kao i kod prethodno opisanih ishoda i komplikacija sepse, ovo je prvo istraZivanje
prognosti¢ke uloge endokanabinoida u ranom prepoznavanju oboljelih od sepse koji ¢e tijekom
lijeCenja trebati vazoaktivnu terapiju. SniZena koncentracija anandamida te povecana
koncentracija proupalnih biljega PCT i CRP i protuupalnog biljega IL-10, pokazala se kao rani
prognostic¢ki biljeg potrebe za terapijom vazopresorima, u lijeCenju sepse. Ovaj rezultat
podupire u literaturi opisanu teoriju o protuupalnom i zastitnom djelovanju endokanabinoida

anandamida. Rezultati istrazivanja pokazali su takoder da je anandamid nezavisni ¢imbenik
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rizika za teSki oblik hipotenzije u sepsi koji ¢e zahtijevati vazoaktivnu potporu. Prikazani model
rane prognoze potrebe za vazopresorima tocno je prepoznao 91% ispitanika. Medutim, modelu
je najznacajnije doprinosio SOFA sustav bodovanja, kao parametar koji daje uvid u poremecaje

1 zatajenje viSe organskih sustava.

6.7. Ogranicenja i prijedlozi bududih istraZivanja

Ogranicenje ove studije je nepoznato vrijeme pocetka simptoma sepse kod ispitanika.
Svi mjereni parametri temeljem kojih je u€injena prognosticka procjena ishoda i komplikacija
sepse odredeni su u trenutku dolaska bolesnika u bolnicu. Ispitanici su na lijecenje primljeni u
razli¢itim fazama razvoja sepse, neki sa blazim simptomima, a neki sa teskim simptomima
sustavne upalne reakcije i sa znacajnim poremecéajima u funkciji krvozilnog sustava.
Nehomogenost ispitivane skupine u intenzitetu simptoma utjeCe na mjerene vrijednosti
pracenih biljega i vjerojatno je uzrok uocene vece varijacije i raspona mjerenih parametara.
Medutim, to je klinicka stvarnost odjela za hitnu dijagnostiku, a namjera ovog istrazivanja bila
je procijeniti prognosti¢ku ulogu endokanabinoida kao ranih ¢imbenika rizika u stvarnim,
svakodnevnim klinickim uvjetima.

Ovo istrazivanje ukljucilo je samo ispitanike koji su infekciju i sepsu razvili izvan
bolnickih uvjeta. Upala pluc¢a i mokra¢nog sustava najcesci su izvori sepse u ispitivanoj skupini.
Bolesnici koji su sepsu razvili postoperativno ili intrahospitalno nisu bili ukljueni u ovo
istrazivanje. Takvi bolesnici primljeni su na lijeCenje puno prije razvoja prvih simptoma
sustavne infekcije i sepse 1 mogu¢ je znacajan utjecaj prethodnog patoloskog stanja i primljene
terapije na koncentracije endokanabinoida. Promjene koncentracije endokanabinoida ovisno o
razli¢itim bolestima 1 terapiji ve¢ su literaturno opisane. Schelling 1 sur. uocili su znacajan pad
koncentracije anandamida nakon uvodenja etomidata i sevoflurana kao anestezije (134). Isto

tako, opisan je i utjecaj kirurskih zahvata na koncentraciju endokanabinoida (118).

Na temelju rezultata i saznanja koje je donijela ova studija moguca su nova istrazivanja
uloge ECS u sepsi kod ljudi.

Najveci broj istrazivanja uloge ECS u sepsi u€injen je na stani¢nim i Zivotinjskim
modelima sepse. Ti su modeli uklju¢ivali upotrebu razli¢itih koncentracija anandamida i 2-AG
te razli¢ite nacine izazivanja sustavne upalne reakcije i sepse. Osim toga, moguce su razlike u

funkciji ECS kod ljudi i zivotinja. Sve navedeno moguci je uzrok razlika u rezultatima
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istrazivanja, S$to otezava prenoSenje saznanja o utjecaju ECS na fizioloske i patoloske procese
u ljudskom organizmu. Malo je objavljenih istrazivanja o ulozi ECS u ljudi koji boluju od sepse.
Dio tih istrazivanja opisan je u ovom radu, ali sva su uc¢injena na malom broju ispitanika i
pretezno su ukljucivala oboljele od sepse ili septi¢nog Soka koji su lije¢eni u JIL. Djelovanje
ECS u sepsi kod ljudi jo$ nije dovoljno istrazeno. Mnogo je dokaza o njihovom protuupalnom
1 imunoregulatornom djelovanju, ali ocito sloZeni i svestrani u¢inci endokanabinoida otezavaju
jasnu sliku o njihovoj ulozi kod ljudi. Danas je poznato da endokanabinoidi djelovanje ostvaruju
preko razlicitih receptora, a ne samo prvih poznatih, kanabinoidnih receptora. Njihovi uéinci
ovisni su o koncentraciji i primijenjenoj dozi §to se najjasnije o€ituje u njihovoj ulozi u
regulaciji krvnog tlaka. Osim toga, endokanabinoidi se metaboliziraju razli¢itim enzimima i
¢ine sloZzenu mrezu medudjelovanja s drugim lipidnim medijatorima u organizmu.

Ovo istrazivanje ukljucivalo je samo punoljetne odrasle osobe. Poznata je neizvjesnost
razvoja i prognoze sustavne upale, posebno kod male djece. U toj populaciji uobicajeni biljezi
upale CRP i PCT imaju jo$ slabiju prognosti¢ku vrijednost, nego u populaciji odraslih.
Istrazivanja promjene i uloge endokanabinoida u populaciji djece 1 mladih nisu jo§ opisana.

Rezultati ove studije pokazali su da po smirenju sustavne upale do mjere koja vise ne
zahtjeva bolnicko lijecenje ne dolazi do promjene koncentracije endokanabinoida u odnosu na
trenutak prijema na lijeCenje kada je sepsa u svojoj aktivnoj, proupalnoj fazi. Literaturno je
opisano da se kod dijela bolesnika javlja relaps infekcije koja moze ponovno napredovati u
sepsu. Nova istraZzivanja dala bi uvid u mogucu ulogu promjena koncentracije endokanabinoida
kao prediktora rizika za relaps upale i sepse.

Ispitivanjem povezanosti dva endokanabinoida jasno je uo€eno da je kod ispitanika s
ishodom prezivljenja promjena jednog endokanabinoida slijedila promjenu drugog. Medutim,
tako snazna povezanost dva endokanabinoida nije uofena u skupini ispitanika sa smrtnim
ishodom i razvojem komplikacija sepse. Potrebna su nova istrazivanja o promjenama
koncentracije endokanabinoida ovisno o intenzitetu upalne reakcije kako bi se dobio uvid u
njihov znacaj 1 uloge u mehanizmu razvoja sepse kod ljudi te otkrile moguénosti novih
terapijskih postupaka.

Ovaj novi, a ipak stari, sustav u ljudskom organizmu postavio je brojne izazove i otvorio
prostor novim znanstvenim pitanjima i istrazivanjima. Da bi se saznanja o pozitivnim u¢incima
endokanabinoida mogla iskoristiti u svakodnevnom klinickom radu, potrebna su nova
istrazivanja i1 dokazi o njihovoj promjeni i ulozi u ljudi oboljelih od sepse. Ova studija na
humanim ispitanicima jedan je korak naprijed u upoznavanju uloge ovog evolutivno

konzerviranog sustava za koji su istrazivanja pokazala veliki potencijal imunomodulatornog i

79



6.Rasprava

protuupalnog djelovanja u sustavnoj upali kakva je sepsa. Prema saznanjima temeljenim na
pretrazenoj literaturi ovo je prvo opisano istrazivanje uloge endokanabinoida anandamida i 2-
AG u ranoj prognozi smrtnog ishoda i razvoja komplikacija sepse. Rezultati ove studije
podupiru prijasnje spoznaje da su endokanabinoidi vazni sudionici upalnog procesa u sepsi.
Nova istrazivanja na ljudskim ispitanicima su potrebna kako bi se otkrila uzrocna veza
endokanabinoida i upalnog procesa u sepsi. Moguc¢nost ranog prepoznavanja bolesnika koji
imaju vedi rizik smrtnog ishoda i razvoja komplikacija sepse vazno je za pravovremene odluke

o lijeCenju i omogucuje bolji ishod sepse.
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7. ZAKLJUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti slijedec¢i zakljucci:

e Koncentracija endokanabinoida anandamida i 2-AG ne mijenja se po oporavku i otpustu
s lijeCenja pacijenata oboljelih od sepse.

e Endokanabinoidi anandamid i 2-AG djeluju zajedno u regulaciji imunoloskog
odgovora. Njihova medusobna pozitivna povezanost veca je kod pacijenata oboljelih od
sepse koji su imali ishod prezivljenja i nisu razvili komplikacije sepse.

e Kod oboljelih od sepse s ishodom prezivljenja i bez razvoja komplikacija, U ranoj
proupalnoj fazi sepse, endokanabinoidi anandamid i 2-AG se sintetiziraju zajedno s
proupalnim i protuupalnim biljezima. Kod oboljelih od sepse sa smrtnim ishodom i
razvojem komplikacija sepse, endokanabinoidi ne prate promjene upalnih biljega.

e Kaod pacijenata oboljelih od sepse koji su razvili komplikacije bolesti koncentracija
anandamida i 2-AG je manja.

e Endokanabinoidi imaju zadovoljavajuu specifi¢nost, ali slabu osjetljivost u ranoj
prognozi razvoja septicnog Soka. Najvecu specificnost u ranom prepoznavanju oboljelih
od sepse koji €e razviti septi¢ni Sok imao je proupalni biljeg PCT.

e Endokanabinoidi anandamid i 2-AG su rani prognosti¢ki biljezi potrebe za uvodenjem
invazivne mehanicke ventilacije kod oboljelih od sepse.

e Endokanabinoid anandamid je rani nezavisni faktor rizika za potrebu uvodenja

vazopresivne terapije u lijecenje oboljelih od sepse.
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8. SAZETAK

Uvod: Sepsa je znacajan klini¢ki izazov zbog Cestih komplikacija i visoke stope smrtnosti.
Biljezi koji bi omogu¢ili rano prepoznavanje oboljelih s velikim rizikom za smrtni ishod i
komplikacije bolesti, vazni su za pravovremene klinicke odluke i odabir terapije.
Endokanabinoidni sustav prepoznat je kao vazan regulator funkcije imunoloskog sustava u
upali. Dva glavna endokanabinoida su arahidonoiletanolamid (anandamid) i 2-
arahidonoilglicerol (2-AG).

Nacrt i cilj studije: Istrazivanje je organizirano kao prospektivna kohortna studija. Cilj
istrazivanja bio je ispitati prognosti¢ku ulogu anandamida i 2-AG u ranoj procjeni smrtnosti i
razvoja komplikacija sepse.

Ispitanici i metode: Komplikacije sepse definirane su kao razvoj septi¢nog Soka (SS) te potreba
za uvodenjem invazivne mehani¢ke ventilacije (IMV) 1 vazoaktivne terapije (VT). U
istrazivanje je ukljuceno 106 ispitanika starijih od 18 godina kojima je dijagnosticirana sepsa.
Ispitanici su podijeljeni u skupine ovisno o promatranom ishodu: prezivjeli (N=53) i preminuli
(N=53), SS (N=25) i non-SS (N=86) skupine, IMV (N=26) i non-IMV (N=80) skupine te VT
(N=28) i non-VT (N=78) skupine. Uzorci krvi ispitanika prikupljeni su u trenutku bolni¢kog
prijema. Ispitanicima s ishodom prezivljenja uzorkovani su dodatni uzorci krvi po otpustu s
lijecenja.

Rezultati: U SS, IMV i VT skupini ispitanika uoCena je znacajno niza koncentracija
anandamida i 2-AG ve¢ po prijemu na lijeCenje. Endokanabinoid anandamid pokazao se kao
rani nezavisni ¢imbenik rizika uvodenja IMV 1 VT u lijecenje sepse, s boljom ili podjednakom
prognostickom ulogom kao biljezi upale C-reaktivni protein, prokalcitonin i interleukin-6. lako
se anandamid pokazao i kao prognosticki biljeg smrtnosti sepse, puno znacajniju ulogu u
prognozi smrtnosti imali su biljezi oSte¢enja tkiva i sustavi bodovanja u sepsi. Vrijednosti
endokanabinoida nisu se promijenile po otpustu s lijecenja Sto upucuje na mogucu vaznu ulogu
u obnavljanju tkiva. U sva Cetiri promatrana ishoda sepse povezanost dva endokanabinoida bila
je velika, osim u SS, IMV i VT skupinama ispitanika, sto upucuje na razli¢itu ulogu ova dva
endokanabinoida u neZeljenim ishodima sepse.

Zakljudak: Pocetne koncentracije anandamida i 2-AG, mjerene po prijemu na lijecenje,
predvidjele su razvoj SS i potrebu za uvodenjem IMV i VT u lijeCenje bolesnika oboljelih od
sepse. Ovi rezultati potvrduju ulogu endokanabinoida kao vaznih regulatora upale i sepse kod
ljudi.

Kljuéne rijeci: citokini; endokanabinoidi; prognoza; sepsa; smrtnost; upala.
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9. SUMMARY

Endocannabinoids anandamide and 2-arachidonoylglycerol as risk markers of sepsis

outcome

Introduction: Sepsis remains a major clinical challenge due to its frequent complications and
high mortality rates. Biomarkers with an ability to early identify septic patients with a higher
risk of mortality and complications are crucial for timely interventions and therapy
management. The endocannabinoid system is recognized as a key regulator of immune function
during inflammation. The two main endocannabinoids are arachidonoylethanolamide
(anandamide) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG).

Study design and aim: The study was designed as a prospective cohort study with the aim of
assessing the prognostic value of anandamide and 2-AG in early sepsis mortality and
complication prediction.

Subjects and methods: Sepsis complications were defined as septic shock (SS), and a need for
invasive mechanical ventilation (IMV) and vasoactive therapy (VT). A total of 106 patients
with sepsis aged >18 years were included in this study. Septic patients were divided into groups
based on observed outcomes: survivors (N=53) and non-survivors (N=53), SS (N=25) and non-
SS (N=81) group, IMV (N=26) and non-IMV (N=80) group, VT (N=28) and non-VT (N=78)
group. Blood samples were collected at the time of admission to the emergency department.
Additional blood samples were collected at the end of hospitalization from patients with the
survival outcome.

Results: Early on admission, lower concentrations of anandamide and 2-AG were observed in
the SS, IMV, and VT groups of patients with sepsis. Anandamide was found to be an
independent risk factor for IMV and VT requirement with better or comparable performance to
the inflammatory biomarkers C-reactive protein, procalcitonin, and interleukin-6. Although
anandamide was recognised as a prognostic marker of sepsis mortality, markers and scores of
organ damage in sepsis play a more important role in mortality prediction. At the end of
hospitalization, endocannabinoids showed no change in plasma concentrations, indicating their
possible important role in tissue regeneration. The correlation of the two endocannabinoids was
high in all four observed outcomes, except for the SS, IMV, and VT groups, indicating different

roles of anandamide and 2-AG in unwanted sepsis outcomes.
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Conclusion: Early at hospital admission, baseline anandamide and 2-AG concentrations
predicted SS development, as well as IMV and VT requirements in septic patients. These
findings support the role of endocannabinoids as important regulators of inflammation and
sepsis in humans.

Keywords: cytokine; endocannabinoids; inflammation; mortality; prognosis; sepsis
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