Strana 58

VOJNOSANITETSKI PREGLED

Volumen 69, Broj 1

-

OPSTI PREGLED

L] f,:'fl

1TET
< \,"A
. 194474

1930
> A R
s il g

=

UDC: 616-036.81:616.94-092]:612.017
DOI: 10.2298/VSP1201058D

Tagna?

Novi aspekti patofiziologije sepse kod kriti¢no obolelih

New aspects of sepsis pathophysiology in critically 1ll

Dragan Djordjevi¢*, Maja Surbatovié*, Djordje Ugrinovi¢', Sonja Radakovi¢?,
Jasna Jevdjié*, Nikola Filipovi¢*, Predrag Romi¢*, Dusko Jovanovi¢*

Vojnomedicinska akademija, *Klinika za anesteziologiju i intenzivnu terapiju, *Institut za
higijenu, Beograd, Srbija; "Medicinski fakultet, Univerzitet u Kragujevcu, Kragujevac,
Srbija

Kljucne reci:
sepsa; Sok; kriti¢na stanja; patologija; fiziologija;
imunski faktori; prognoza.

Key words:
sepsis; shock; critical illnes; pathology; physiology;
immunologic factors; prognosis.

Uvod

Jo$ od doba Hipokrata koji je 400. godine pne prvi
opisao sepsu, imunopatofiziologija ovog kompleksnog
oboljenja ostaje kontroverzna tema koja je predmet mnogih
istrazivanja. I autori ovog opsteg pregleda posvetili su se u
poslednjoj dekadi ovoj intrigantnoj oblasti i to sa razliétitih
aspekata. Naime, proucavali smo disfunkciju razli¢itih or-
gana u sepsi (miokarda i pluca), kao i sindrom multiple or-
ganske disfunkcije (MODS), zatim imunsku kaskadu sepse
i ulogu pro- i antiinflamatornih citokina, odnos infekcije i
inflamacije, acidobazni status bolesnika sa sepsom i genski
polimorfizam kod razli¢itih medijatora i receptora od zna-
aja za tezinu i ishod sepse' . Svojim istraZivanjima u
protekllih 10 godina obuhvatili smo veoma veliki broj bo-
lesnika sa traumom i ratnom povredom koje su se veoma
Cesto komplikovale sekundarnom sepsom, kao i sepsom
druge etiologije a, takode, ispitivali smo i skorove sepse
kod razli¢itih bolesnika.

Od ¢ega umiru bolesnici sa sepsom?

Nova istrazivanja iz ove oblasti dovela su do nekih neo-
¢ekivanih otkric¢a, kao na primer da postoji diskrepancija iz-
medu histoloskog nalaza i stepena organske disfunkcije kod
bolesnika koji su umrli od sepse. Celijska smrt u srcu, bubre-
zima, jetri i plu¢ima bila je veoma malo izraZzena i nije bila u
korelaciji sa klinicki veoma izrazenom disfunkcijom ovih
organa. Takva disfunkcija organa kod bolesnika sa sepsom
moze se objasniti ,hibernacijom™ Celija kao mehanizmom
organske disfunkcije. Sepsa aktivira odbrambene mehanizme
koji dovode do toga da se procesi u ¢eliji svedu na bazi¢ni
nivo odrzavanja.

Nijedno istrazivanje obdukovanih bolesnika koji su
umrli od sepse ne objasnjava zaSto su oni umrli. U nekim
slucajevima, bolesnik sa sepsom moze umreti od refrakter-
nog Soka, ali ovo je izuzetak. Iako bolesnici sa sepsom
imaju izrazenu disfunkciju miokarda, minutni volumen srca
obi¢no se odrzava dilatacijom srca i tahikardijom. Iako se
akutni respiratorni distres sindrom (ARDS) cesto razvija
kod bolesnika sa sepsom, oni retko umiru od hipoksemije
ili hiperkarbije. Bubrezna insuficijencija je Cesta, ali sama
po sebi nije fatalna zbog mogucénosti dijalize. Disfunkcija
jetre retko progredira do hepaticke encefalopatije. Stoga se
moze reéi da se taan uzrok smrti bolesnika sa sepsom jo$
uvek ne zna ** .

Odgovor organizma na patogene agense ukljucuje ukr-
Stanje signala izmedu mnogih imunskih éelija, kao $§to su
makrofage, dendriticne ¢elije i CD4 T-limfociti. Makrofage i
dendriti¢ne celije aktiviraju se ingestijom bakterija i stimula-
cijom preko citokina (npr. interferon IFN-y) koje lu¢e CD4
T-limfociti. Alternativno, CD4 T-limfociti koji imaju antiin-
flamatorni profil (tip 2 helper T-Celija — Th2) proizvode in-
terleukin (IL)-10 koji suprimira aktivnost makrofaga. CD4
T-¢elije aktiviraju se stimulacijom od strane makrofaga i
dendriti¢nih ¢éelija. Na primer, makrofage i dendriti¢ne Celije
lIuce IL-12, koji aktivira CD4 T-¢elije koje onda produkuju
proinflamatorne citokine (tip 1 helper T-éelije — Thl). U za-
visnosti od brojnih faktora (tip mikroorganizma i mesto in-
sulta), makrofage i dendriti¢ne Celije odgovori¢e indukcijom
ili pro- ili antiinflamatornih citokina, ili ¢e redukovati sintezu
citokina (anergija). Makrofage ili dendriti¢ne celije, koje su
prethodno ingestijom u sebe unele nekroticne ¢elije, induko-
vace proinflamatorni profil citokina (Thl). Ingestija apopto-
ti¢nih ¢elija moze indukovati ili antiinflamatorni profil cito-
kina (Th2) ili anergiju. Ovo je jedno od novijih objasnjenja
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zbog Cega kod nekih bolesnika sa traumom i/ili sepsom in-
dukovanim MODS dominira proinflamatorni, a kod drugih
antiinflamatorni imunski odgovor.

Do sada se smatralo da se sepsa javlja onda kada mi-
krobni produkti aktiviraju Toll-like receptore (TLR) na ma-
krofagama, stimuliSuéi tako sistemsku inflamaciju. Etiologija
sepse sada se potpuno preokrec¢e novim modelom koji pret-
stavlja veliki izazov dosadas$njem kanonizovanom modelu
sepse **. Lipopolisaharid (LPS), endotoksin gram-negativnih
bakterija, uopste se ne moze detektovati kod vecine bolesni-
ka sa sepsom, a i kada se detektuje njegov nivo ne predvida
ni tezinu ni ishod oboljenja, ni kod ljudi ni kod Zivotinja. Ta-
kode se postavlja pitanje da li peptidoglikan ili lipoteihoi¢na
kiselina gram-pozitivnih bakterija indukuju sepsu. Peptido-
glikan moze aktivirati inflamatorni odgovor u humanim ce-
lijama in vitro i moZe indukovati sepsu kod pacova, ali je
koli¢ina peptidoglikana neophodna za ovu indukciju velika
(10 mg/kg). Dalje, peptidoglikan moze delovati preko akti-
vacije komplementa, a ne direktno preko TLR. Jo§ je manja
verovatno¢a da lipoteihoi¢na kiselina moze prouzrokovati
sepsu. lako je veoma preciSéena lipoteihoic¢na kiselina ,,tri-
ger* za oslobadanje tumor nekrozis faktora (TNF)-a iz izo-
lovanih humanih monocita, ovaj proces moze se skoro pot-
puno inhibirati proteinima u krvi. Kada se kod miseva pri-
meni doza od 50 mg/kg nema nikakvih znakova sindroma si-
stemskog inflamatornog odgovora (SIRS). Sustina novog
modela sepse je da endogene supstance, umesto LPS-a ili
drugih molekula udruzenih sa patogenom bakterijom (patho-
gen-associated molecular patterns — PAMP), mogu aktivirati
TLR. Molekuli PAMP su podgrupa molekula udruzenih sa
oSteCenjem tkiva (damage-associated molecular patterns —
DAMP). I PAMP i DAMP medijatori nazivaju se alarminima
— endogenim molekulima koji signaliziraju ostecenje tkiva i
éelija®’. Aktivacija TLR ovim endogenim agonistima objas-
nila bi kako se sepsa javlja kod Gram-pozitivnih i gljivi¢nih
infekcija ali i kod gram-negativnih infekcija kada je malo
LPS-a prisutno ili ga uopste nema. Novi model sepse sugeri-
Se da TLR-4, a verovatno i drugi TLR, nije spreman da rea-
guje sa PAMP molekulom kao S§to je LPS. Da bi se to desilo,
TLR-4 mora da se oslobodi od svoje konstitutivne supresije.
Insult (infekcija, trauma) pospesuje inflamaciju, koja aktivira
jednu ili viSe proteaza. Aktivacija proteaza oslobada TLR-4
od konstitutivne inhibicije, a, takode, oslobada endogene
agoniste od ovog receptora. Kada se jednom oslobodi, TLR
reaguje sa svojim endogenim i/ili egzogenim aktivatorima,
amplifikuje inflamaciju i inicira sepsu. Na osnovu novih is-
trazivanja moglo bi se zakljuciti da se vecina infekcija ne
komplikuje sepsom zbog toga §to je signalni put TLR-4 sup-
rimiran. Dakle, sepsa moze biti, i Cesto jeste, prouzrokovana
endogenim supstancama. Lipopolisaharid je vise marker ne-
go triger sepse. Kaskade i produkti za koje se zna da prouz-
rokuju sistemske manifestacije sepse takode mogu inicirati
sepsu: koagulaciona kaskada, kaskada komplementa (obu-
hvatajuci proteaze i anafilatoksin), proteaze koje oslobadaju
fagociti (npr. elastaza), proteaze koje se oslobadaju iz tkiva
i/ili endotela (npr. metaloproteinaze) i citokini (TNF, interle-
ukini). Ukratko, ne samo mikrobni produkti, nego i endogeni
molekuli mogu aktivirati TLR. Receptor za endotoksin,
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TLR-4, je konstitutivno suprimiran i prvi korak u sepsi bio bi
oslobadanje TLR-4 od supresije. Ova otkri¢a sugeriSu da en-
dotoksin nije uvek inicijator sepse i objasnjavaju zasto su svi
dosadasnji terapijski pokusSaji usmereni protiv endotoksina
neuspeli. Medutim, drugi terapijski pristup koji ukljucuje
proces ,,detoksikacije” endotoksina malim ili molekulom
srednje veli¢ine koji se vezuje za endotoksin i neutralise ga —
mozda obecava. Klasi¢no jedinjenje za postizanje ovog cilja
u laboratorijskim uslovima je antibiotik polimiksin B. Nacin
na koji bi se on mogao koristiti u klinickim uslovima vezan
je za proces hemofiltracije tokom koje bi se koristile speci-
jalne kolone sa polimiksinom B. Povoljni rezultati postignuti
su koris¢enjem hemoperfuzionih kolona sa polimiksinom B,
koje su u Japanu odobrene kao adjuvantno sredstvo u lecenju
sepse 1 septickog Soka. Jedno multicentri¢no kontrolisano is-
trazivanje u kome su 64 bolesnika sa teskom sepsom i septi-
¢kim Sokom podvrgnuti hirur§kim intervencijama, zbog in-
traabdominalnih infekcija, bili randomizovani tako da su
primali ili standardnu terapiju ili su bili leCeni hemoperfuzi-
jom (24 i 48 sati postoperativno) uz koriS¢enje kolona koje
vezuju endotoksin, pokazalo je da postoji statisticki znacajna
razlika u prezivljavanju®. Ove obe¢avajuée rezultate potvr-
dila je i metaanaliza koriS¢enja ovih specijalnih kolona u le-
&enju sepse *’.

Najvaznija nova terapijska meta je TLR-4. Antagonista
TLR-4, TAK-242, je mali molekul visokospecifi¢an za ovaj
receptor, koji ne blokira nijedan drugi TLR. Na dozno-
zavisan nac¢in TAK-242 blokira oslobadanje citokina iz ma-
krofaga stimulisanih LPS-om i interferonom-y. U istraziva-
njima na animalnom modelu, kada su miSevima ubrizgavane
letalne doze endotoksina, a TAK-242 primenjivan pre ili po-
sle davanja LPS-a, dobijeni su veoma dobri rezultati, tj. dra-
mati¢no se povecalo prezivljavanje. Izgledalo je da je ovaj
molekul netoksi¢an, da nije skup i da veoma obe¢ava*’. Me-
dutim, uprkos pozitivnim preklinickim rezultatima, faze 2 i 3
klini¢kog ispitivanja na bolesnicima sa teSkom sepsom razo-
Carale su. Multicentri¢no istrazivanje sprovedeno u 93 jedi-
nice intenzivne terapije na ukupno 274 bolesnika pokazalo je
da TAK-242 nije suprimirao oslobadanje interleukina (IL)-6
¢iji je nivo trebao da se vrati na bazi¢ne vrednosti, a, takode,
nije smanjio mortalitet nakon 28 dana, pa je faza 3 klinickog
ispitivanja prekinuta®'. Zbog toga je 2009. godine prekinuta
proizvodnja ovog molekula, iako neki istrazivaci i dalje mi-
sle da bi on mozda bio koristan kod laksih formi sepse ili u
ranoj fazi ovog oboljenja.

Sto se TLR-4 kao terapijske mete tice, nije se odustalo
od novih pokusaja, pa je najnoviji lek u fokusu klinickog is-
trazivanja eritoran. Eritoran je modifikovana forma lipida A.
Vezuje se za TLR i tako prevenira vezivanje lipida A ili
LPS-a. Eritoran nije agonista i ne aktivira signalne TLR pu-
teve, on je klasi¢ni kompetitivni antagonista za TLR-4. Ove
godine objavljeni su podaci faze 2 klinickog ispitivanja erito-
rana kod bolesnika sa te§kom sepsom **. Bolesnici su dobijali
eritoran u dozi od 45 mg ili od 105 mg tokom 6 dana. Re-
zultati su pokazali trend smanjenja mortaliteta u odnosu na
placebo, narocito sa dozom od 105 mg. Analiza prospektivno
definisanih podgrupa pokazala je da eritoran ispoljava veée
efekte medu teze obolelim, ali rezultati nisu dostigli statisti¢-
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ku znacéajnost. Takode, postoji trend poboljsanog prezivlja-
vanja kod bolesnika koji su u $oku u odnosu na one koji nisu,
kao i kod onih sa gram-pozitivnom infekcijom u odnosu na
gram-negativnu. Jo§ uvek se ¢ekaju rezultati faze 3 klinickog
ispitivanja eritorana, koja obuhvata 2000 bolesnika u skoro
160 centara Sirom sveta.

Protein visoke mobilnosti grupe B1 - HMGB1

Najnovija istrazivanja pokazuju da su za inicijaciju
imunoinflamatornog odgovora u sepsi i/ili traumi od presud-
nog znacaja TLR-4 koji mogu aktivirati razliciti ligandi. U
ovom slu¢aju najvazniji je nuklearni protein (high-mobility
group box — HMGB) 1. On ima svojstva proinflamatornog
citokina. Povezivanje TLR-4 i HMGBI je klju¢ni dogadaj u
inicijaciji imunskog odgovora na insult ***°.

HMGBI je protein aktivan u transkripciji gena i ve-
zuje se za DNK **. Ovaj medijator proizvode makrofage ka-
snije tokom sepse (nakon 24-32 sata) kada su izlozene in-
flamatornom stimulusu kao $to je LPS. HMGBI1 aktivira
monocite, nakon ¢ega oni proizvode proinflamatorne me-
dijatore i hemokine. HMGBI1 funkcioniSe kao kasni medi-
jator LPS-om indukovane toksi¢nosti. Vezuje se za endo-
telne celije i pokrece intracelularni signalni put preko kina-
za (JNK, ERK1/2 i p38MAPK), sto dovodi do translokacije
transkripcionih faktora (NF-kB i SP-1). Kao odgovor na tu
stimulaciju na povr$ini endotelnih ¢éelija dolazi do poveca-
ne ekspresije athezivnih molekula (VCAM-1, ICAM-1) i
produkcije TNF-a i hemokina. U enterocitima, HMGBI1
povecava aktivnost intrinzi¢ke azot-oksid sintetaze (iNOS),
Sto rezultuje povecanjem produkcije NO i permeabilnosti
creva sa posledicnom poveéanom translokacijom bakterija
kroz crevnu barijeru”” .

Etil-piruvat moze inhibirati produkciju HMGBI1 od
strane makrofaga, najverovatnije inhibicijom intracelularnog
signalnog puta preko p38MAPK i NF-«B. Na animalnim
modelima sepse utvrdeno je vece prezivljavanje kada se etil-
piruvat primeni 24 Gasa nakon nastanka sepse*’. Jedno istra-
zivanje pokazuje da lecenje etil-piruvatom u animalnom mo-
delu akutnog nekrotizirajuceg pankreatitisa ublazava ostece-
nje udaljenih organa *. Takvi rezultati izdvajaju HMGBI
kao terapijsku metu u sepsi i MODS-u koja obecava, a etil-
piruvat neki autori nazivaju ,,Svetim Gralom* terapije sep-
so 4148

Cetrdesetogodisnja istorija klini¢kih ispitivanja antiin-
flamatornih strategija za leCenje sepse mogla bi se nazvati
»grobljem* za farmaceutske kompanije, posto skoro nijedna
od ovih strategija nije rezultovala znacajnim poboljSanjem
prezivljavanja bolesnika. Cesto obe¢avajuéi inicijalni rezul-
tati malih nekontrolisanih klini¢kih studija faze I i II nisu
mogli biti potvrdeni u ve¢im randomiziranim klinickim ispi-
tivanjima. Neki od ovih neuspeha mogu se objasniti korisce-
njem neadekvatnog animalnog modela i pogreSnim pretpos-
tavkama vezanim za animalni model. Najbolji primeri za to
su neuspesi anti-TNF-a i anti-LPS intervencija kod bolesni-
ka sa sepsom. Nadu daju novija klinicka istrazivanja faze III
koja su pokazala da se derivat fragmenta anti-TNF-a poli-
klonskog antitela (CytoFab™) veze 100 puta jace za TNF-a

od ranije ispitivanih antitela i tako ga uspe$no neutralise *.
Zakljucci bazirani na animalnom modelu ne mogu se prime-
niti na sepsu kod ljudi zbog pogresne pretpostavke da je LPS
glavni inicijator sepse i da je prisutan u velikim koli¢inama u
serumu tokom sepse. Sada se istrazivaci slazu da injekcija
LPS-a u animalnom modelu moze da sluzi kao model endo-
toksi¢nog Soka, ali ne i sepse. Animalni modeli sepse jos§
uvek su previSe heterogeni prema tipu i trajanju insulta, kao i
prema suportivnoj terapiji da bi se smatrali reprezentativnim
za sepsu kod ljudi, pa je zbog toga neophodna njihova bolja
standardizacija *°.

Promena energetskog metabolizma ¢elija i
disfunkcija epitelne barijere

Sindrom multiple organske disfunkcije veoma je kom-
pleksan entitet i stoga je predmet stalnih istrazivanja koja su
poslednjih godina rasvetlila nove elemente njegove patoge-
neze.

Kod kriti¢no obolelih, bez obzira na prirodu primarnog
insulta (infekcija, trauma i dr) Cesto se razvija klinicka slika i
biohemijski znaci MODS-a, iako organi ¢ija je funkcija po-
remecena Cesto nisu direktno oSteceni primarnim insultom.
Ova disfunkcija tradicionalno se pripisivala efektu inflama-
tornih medijatora koji indukuju promene u cirkulaciji koje
dovode do tkivne hipoksije i oSte¢enja Celija. Medutim, tada
bi disfunkcija bila ireverzibilna, naroc¢ito kod organa kao §to
su jetra 1 bubreg Cije ¢elije imaju mali regenerativni kapaci-
tet. Ipak, fulminantna hepaticka disfunkcija je veoma retka,
preziveli sa tzv. akutnom tubularnom nekrozom veoma retko
zahtevaju dugotrajnu potporu bubreznoj funkciji, a ukupno
prezivljavanje je priblizno 50-60%. Narocito je fascinantna
¢injenica da organi i u najtezoj disfunkciji histoloski Cesto
izgledaju normalno, sa minimalnom ili potpuno otsutnom
apopotozom ili nekrozom, ¢ak i kod bolesnika sa letalnim is-
hodom bolesti.

Sve ovo upucuje na poremecaj koji je u principu funk-
cionalan, a ne strukturan i potencijalno je reverzibilan. Sto je
sepsa teza, to je veéi pad potro$nje kiseonika u tkivima, ali
postoji porast pritiska kiseonika u tkivima (PO,). Paradok-
salno, tkivni PO, raste u sepsi, a tkivna potrosnja kiseonika
(VO,) raste u ranoj fazi, a zatim pada. To bi znacilo da pro-
blem nije u dopremanju nego u redukovanom koriséenju ki-
seonika u ¢eliji. Preko 90% ukupnog dopremljenog kiseonika
koristi se u mitohondrijama da bi se stvorio adenozin-
trifosfat (ATP). Preko 95% ATP-a stvaraju mitohondrije, $to
bi upucivalo na zakljucak da problem lezi u mitohondrijama.
Dakle, postoji mala tkivna potro$nja kiseonika, a istovremno
i visok tkivni pritisak kiseonika. Kiseonik je dostupan, ali se
ne koristi u mitohondrijama. Tkivna koncentracija ATP-a
predstavlja bilans izmedu lokalne ponude i potraznje. Istrazi-
vanja su pokazala da su kod prezivelih bolesnika sa sepsom
koncentracije ATP-a u tkivima bile ocuvane.

Istrazivanja pokazuju da kod kritino obolelih postoji
bifazni inflamatorni, imunski, hormonski i metaboli¢ki od-
govor. Akutna faza karakteriSe se naglim porastom sekrecije
tzv. hormona stresa, §to je udruzeno sa povecanjem mito-
hondrijske i metaboli¢ke aktivnosti. Pojacano lucenje adre-
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nokortikotropnog hormona — ACTH i kortizola, kateholami-
na, vazopresina, glukagona i hormona rasta pomaze da se
odrzi efikasna cirkulacija i tkivna oksigenacija. Povecava se
stvaranje mitohondrijskog i ne-mitohondrijskog ATP-a —
energetskog supstrata. Potrosnja kiseonika u tkivima je u po-
Cetku povecana, kao i intracelularni metabolizam (¢ak za
200%). Takode, javlja se rezistencija na insulin, kada nor-
malne koncentracije insulina ostvaruju slab bioloski efekat.
U kasnoj fazi, koja kod kriti¢no obolelih moze nastati nakon
nekoliko sati ili dana, hormonski profil drasticno se menja:
koncentracije vazopresina su niske, adrenalni odgovor na
prisustvo ACTH je smanjen, Cesto uprkos prisutnoj hiper-
kortizolemiji. Moguéi uzro¢ni faktori su dejstvo citokina i
azot oksida (NO) na nivou hipotalamusa, pituitarne zlezde i
disfunkcionalnih organa. U kasne endokrine promene spada i
uticaj kortizola na metabolizam tireoidnih hormona. Kortizol
ovaj metabolizam modulira delom indukuju¢i formiranje
metabolicki inaktivnog, reverznog T3, a delom supresijom
sekrecije tireostimuliSu¢eg hormona.

Respiratorni lanac u mitohondrijama koristi elektrone
oslobodene oksidacijom supstrata — produkata razgradnje
makronutrimenata unetih hranom, a slobodnu enegiju zarob-
ljava procesom forforilacije adenozin-difosfata (ADP). U
konacnoj reakciji ovog metabolickog puta, u kome se kiseo-
nik metabolise do vode, koristi se preko 90% od ukupne pot-
ros$nje kiseonika u organizmu. ATP se stvara uglavnom pro-
cesom oksidativne fosforilacije, iako se manje koli¢ine stva-
raju i glikolizom. Dostupnost ATP-a moze se smatrati limiti-
raju¢im faktorom intenziteta ¢elijskog metabolizma.

U laboratorijskim modelima intenzitet mitohondrijske
respiracije Cesto je povecan u ranoj fazi MODS-a, ali onda
konzistentno pada u slucaju prolongirane inflamacije (12—
16 sati). Danas se smatra da su promene mitohondrijske fun-
kcije jedan od klju¢nih procesa koji vodi u MODS. Sma-
njenje proizvodnje energije moze delom biti izazvano delo-
vanjem citokina, a takode i azot oksida, koji se sintetiSe u
velikim koli¢inama kod bolesnika sa sepsom i ima veoma
izrazen inhibitorni efekat na mitohondrijske respiratorne
enzime.

Manje se zna o efektima hormona na mitohondrijsku
funkciju kod kriticno obolelih. Mitohondrije poseduju re-
ceptore za glukokortikoide i za tireoidne hormone. Tireoidni
status kljuéni je modulator mitohondrijske funkcije i korelise
sa brzinom potrosnje kiseonika, maksimalnom sintezom mi-
tohondrijskog ATP-a i sa aktivnoS¢u respiratornih enzima.
Velike koli¢ine tireoidnih hormona povecavaju maksimalnu
brzinu sinteze ATP-a, ali smanjuju njenu efikasnost. Efekti
kortikosteroida zavise od duzine izlaganja mitohondrija ovim
hormonima. U animalnom modelu, akutni stres povecava
aktivnost kompleksa IV (citohrom oksidaza), dok hroni¢ni
intermitentni stres indukuje hiperkortizolemiju i smanjenu
funkcionalnost mitohondrija.

Direktna inhibicija funkcije mitohondrija azotnim i ki-
seonickim slobodnim radikalima zajedno sa snizenom hor-
monskom stimulacijom i sniZenom pozitivnom povratnom
spregom zbog smanjenih metaboli¢kih potreba dovodi do
smanjenja proizvodnje energije. Smanjenje koli¢ine ATP-a
dalje negativno uti¢e na metaboli¢ke puteve.
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Istrazivanja na animalnim modelima pokazala su da
potrosnja kiseonika, surogat za stvaranje ATP-a u mitohon-

. s . 51,52
drijama, pada sa povecanjem teZine sepse” .

Metabolicka insuficijencija

Sok se trenutno definige kao stanje neadekvatne perfu-
zije 1 oksigenacije tkiva. Ovu definiciju treba prosiriti tako
da obuhvata i/ili ,,¢elijsku nesposobnost da koristi kiseonik®,
posto je postalo oc¢igledno da je MODS u osnovi teske sep-
se, a da i drugi teski kardiorespiratorni poremecaji direktno
obuhvataju celijsku respiraciju. Metaboli¢ka insuficijencija
predstavlja nesposobnost ¢elije da vr$i normalne procese
kao $to su sinteza proteina, reparacija DNK i odrzavanje
aktivnosti membranskih pumpi. Kada je ova insuficijencija
teSka i raSirena, funkcija organa je kompromitovana. Meta-
bolicka insuficijencija ponekad moze biti vezana za izraZzenu
smrt ¢elija kao kod ireverzibilnog oSteCenja mozga posle
prolongiranog sr¢anog zastoja ili kod infarkta miokarda po-
sle koronarne tromboze. Medutim, u vecini Soknih stanja,
insult nije toliko jak i ne nastaje toliko naglo da odmah
kompromituje vijabilnost ¢elija i tako prouzrokuje nekrozu
ili apoptozu. Uprkos tome, insultom zahvaceni organi, iako
normalnog izgleda, postaju disfunkcionalni, dakle ne mogu
da odrze prihvatljiv nivo homeostaze, kako funkcionalno,
tako ni biohemijski. Primer za to su anurija i azotemija kod
akutne bubrezne insuficijencije. Mehanizam oStecenja do-
vodi do disfunkcije organa u odsustvu smrti ¢elija. Takode,
postoji velika verovatnoc¢a funkcionalnog oporavka, Sto se
vidi kod vecine prezivelih kriticno obolelih, ¢ak i kod orga-
na sa malim regenerativnim kapacitetom. Metabolicki ko-
laps bi se mogao opisati kao rezultat neadekvatnog snabde-
vanja energijom koja je potrebna za razli¢ite procese u Celi-
ji. Posto se preko 95% ATP-a, primarne energetske 'monete’
organizma, obezbeduje mitohondrijskom respiracijom, me-
hanizmi patoloskih procesa koji zahvataju ove organele mo-
gu objasniti razvoj disfunkcije organa nakon jakog sistem-
skog inflamatornog insulta.

Sepsa predstavlja niz paradoksa od kojih su mnogi nep-
ravilno tumaceni, pa su i primenjene terapijske mere bile ne-
adekvatne. Tokom 1980-tih, kod bolesnika sa sepsom uocena
je povecana saturacija kiseonikom meSane venske krvi
(Sv0,) i istovremena laktacidoza, Sto je dovelo do koncepta
izmenjene zavisnosti od snabdevanja kiseonikom. Tada je
veoma agresivno promovisana terapijska strategija pospesi-
vanja cirkulacije nadoknadom te¢nostima i primenom viso-
kih doza inotropnih agenasa da bi se postigli 'supranormalni’
nivoi dopremanja i potro$nje kiseonika. Ova strategija poka-
zala se uspe$nom kod visokorizi¢nih hirurSkih bolesnika, ali
ishod je bio lo§ kada se primenjivala na kriticno obolele sa
ustanovljenom disfunkcijom organa.

Danas se smatra da je sepsom indukovana laktacidoza
vezana za povecanu aktivnost natrijumskih pumpi u misici-
ma, a ne za predominaciju anaerobnog metabolizma usled
neadekvatne perfuzije tkiva. Kod bolesnika sa sepsom pos-
toji povecéan tkivni pritisak kiseonika u crevima, epitelu be-
Sike 1 u skeletnim misi¢ima. Ovde postoji velika razlika u
odnosu na druga stanja Soka indukovana hemoragijom, hipo-
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ksemijom ili sr¢anom insuficijencijom kod kojih je tkivni
pritisak kiseonika smanjen. PoSto ova varijabla predstavlja
bilans izmedu lokalnog snabdevanja i potroSnje kiseonika,
povecane vrednosti u sepsi ukazuju na to da se patoloski pro-
ces odnosi na abnormalno iskori$éenje kiseonika od strane
¢elija, a ne na mikrovaskularno ,,8antovanje*, pa tako dolazi
do povecane saturacije mesane venske krvi kiseonikom. Kod
prezivelih uoceno je sniZenje tkivnog PO, do normalnih vre-
dnosti, Sto ukazuje na to da ¢éelija poseduje inherentni kapa-
citet za ponovno uspostavljanje normalne metaboli¢ke aktiv-
nosti u povoljnim okolnostima. Postoje i drugi rezultati koji
podrzavaju ovu teoriju 'citopatske dizoksije'. Na primer, sep-
sa se obi¢no smatra hipermetaboli¢kim stanjem zbog toga $to
su bolesnici ¢esto febrilni i imaju veliki minutni volumen
cirkulacije. Medutim, rezultati istrazivanja obi¢no pokazuju
sasvim suprotno stanje i kod dece i kod odraslih. Jedno od tih
istrazivanja pokazalo je da je teZa sepsa bila udruzena sa
progresivnim smanjenjem potro$nje kiseonika, tako da su
bolesnici u septickom Soku imali isti nivo potro$nje energije
u mirovanju kao i zdravi ljudi, iako je zabelezeno povecéanje
potro$nje energije u mirovanju tokom oporavka od sepse.

Mitohondrijska aktivnost kontroliSe se brojnim spolj-
nim faktorima kao $to su nivo ATP-a, lokalni PO, i prisustvo
reaktivnih kiseonickih metabolita. Brojni hormoni (tireoidni
hormoni, leptin, kateholamini i kortikosteroidi) svoja dejstva
delom ispoljavaju i preko uticaja na mitohondrijsku respira-
ciju. Azot-oksid i njegov metabolit peroksinitrit snazni su
blokatori transportnog lanca elektrona, a to dejstvo je razli-
Citog trajanja, u zavisnosti od sintetisanih koli¢ina. Sepsa je
klasi¢an primer stanja u kome se sistemski stvaraju velike
koli¢ine NO. Brojne studije potvrdile su inhibitorni efekat
NO na mitohondrije i kod i u animalnim modelima. Osim in-
hibicije respiratornog lanca, u studijama je, takode, opisano i
fizicko oSteCenje mitohondrija koje u razliitim organima
moze biti razli¢itog intenziteta, zavisno od tezine sepse.

Da bi normalno funkcionisale, ¢elijama je neophodno
adekvatno snabdevanje kiseonikom i supstratom u cilju nor-
malnog odvijanja aerobne respiracije. Kod kriticno obolelih,
snabdevanje je limitirano usled smanjenja minutnog volume-
na srca, koncentracije hemoglobina ili saturacije arterijske
krvi kiseonikom. Kontinuirano funkcionisanje celije u tak-
vim stanjima (u odsustvu dovoljno energije za metabolizam)
dovescée do toga da se zalihe ATP-a istope. Kada se prede
kritiéni prag niskih vrednosti ATP-a, aktiviraju se mehanizmi
¢elijske smrti. U sepsi, u kojoj se oste¢enje mitohondrija raz-
vija tokom vise sati, nivoi ATP-a u veoma teskim slucajevi-
ma se snizavaju, ali nikada do tacke koja neminovno vodi u
smrt Celije. Naprotiv, u sepsi Cesto postoje normalni nivoi
ATP-a uprkos istovremenom ultrastrukturnom i biohemij-
skom ostecenju i posledi¢noj disfunkciji mitohondrija. Gli-
koliticka (anaerobna) respiracija moze da nadoknadi manjak
aerobne produkcije ATP-a, ali samo do odredenog stepena i
u relativno kratkom vremenskom periodu. Snizenje potrosnje
kiseonika i povecanje tkivnog PO,, sa istovremenom mito-
hondrijskom disfunkcijom i odrzavanjem nivoa ATP-a uka-
zuje na smanjenje brzine generisanja i utilizacije ATP-a to-
kom prolongirane sepse. Ova 'energetska insuficijencija' re-
dukuje celijsku metabolicku aktivnost sto dovodi do stanja

poremecene funkcije koje se manifestuje kao disfunkcija or-
gana. Medutim, mozda bi bilo bolje to stanje smatrati adapti-
vnim 'programiranim' metabolickim kolapsom u cilju omo-
gucavanja dugotrajnog prezivljavanja u uslovima kada je or-
ganizam suoCen sa teSkim i prolongiranim insultom. Ova
adaptacija analogna je hibernaciji kod Zivotinja, kao i pro-
menama u ljudskom srcu tokom prolongirane ishemije. Pre-
ma ovoj teoriji, oporavak od disfunkcije organa bio bi ekvi-
valentan budenju celije iz ovog uspavanog stanja. Ako je
energetska insuficijencija primarni uzrok metabolickog kola-
psa, za oporavak je fundamentalna reparacija ili regeracija
mitohondrija. Ovaj proces poznat je kao mitohondrijalna bi-
ogeneza. Interesantno je da antibiotici koji deluju preko inhi-
bicije sinteze proteina uti¢u na biogenezu. To nije iznenadu-
juce kada se uzme u obzir evolutivni odnos izmedu bakterija
i mitohondrija.

Ovaj koncept metabolicke insuficijencije otvara novi
znacajan terapijski koridor u kome bi se mogli preduzeti
brojni koraci prevencije disfunkcije mitohondrija ranim me-
rama reanimacije, da bi se potpuno izbegla ili svela na mini-
mum tkivna hipoksija i to: pojacavanjem odbrambenih me-
hanizama mitohondrija (npr. glutation, magnezijum superok-
sid dizmutaza — Mg SOD); ili modifikovanjem (povecava-
njem dostupnosti) supstrata sa kompleksom insulin/glukoza,
hipertonim rastvorom laktata ili koenzimom Q,o. U ve¢ us-
postavljenoj disfunkciji organa, tehnike za stimulisanje rege-
neracije mitohondrija (povecanje ekspresije faktora biogene-
ze, npr. leptina) mogle bi ubrzati oporavak.

Jos$ uvek ne postoji rutinsko pracenje za procenu funk-
cije mitohondrija i metaboli¢ke insuficijencije in vivo. Posto
hiperlaktatemija u sepsi nije povezana sa tkivnom hipoksi-
jom, ne moze se koristi kao marker metabolic¢ke insuficijen-
cije. Monitoring potroSnje kiseonika moze se izvesti na ni-
vou celog organizma, ali merenje utilizacije kiseonika na ni-
vou individualnog organa mnogo je invazivnije. Redoks sta-
tus mitohondrijalnih respiratornih enzima moze se procenji-
vati neinvazivno u razli¢itim tkivima. Molekularni kiseonik
(dioksigen, O,) veoma je snazan oksidativni agens. Dva sna-
zna redukciona agensa, redukovan oblik nikotinamid adenin
dinukleotida (NADH) i redukovani oblik flavin adenin dinu-
kleotida (FAD) proizvode se u c¢eliji tokom glikolize i ciklu-
sa limunske kiseline. Ova dva redukovana agensa oksiduju
se kiseonikom u mitohondrijama, a energija oslobodena to-
kom ovog procesa koristi se za sintezu ATP-a. lako se apso-
lutne vrednosti ne mogu utvrditi, bitno je da se mogu pratiti
njihove promene. Za procenu redoks stanja kompleksa I, pr-
vog enzima u lancu transporta elektrona koji je najvise izme-
njen u sepsi, moze se koristiti NADH fluoroskopija, a redoks
status citohrom oksidaze (enzima koji trosi kiseonik na kraju
respiratornog lanca) moze se neinvazivno meriti spektrosko-
pijom u opsegu bliskom infracrvenom spektru (near-infrared
spectroscopy — NIRS), ¢ime se odreduje oksidativni status
jedinjenja koja apsorbuju svetlost, a samim tim i lokalni tki-
vni protok krvi i koriS¢enje kiseonika na ¢elijskom nivou. Tri
relevantna jedinjenja menjaju svoj apsropcioni spektar kada
su oksigenisana: hemoglobin, mioglobin i citohrom aa;>. U
uzorcima tkiva mogla bi se proceniti mitohondrijska biohe-
mijska funkcija i potro$nja kiseonika ex vivo. Medutim, do-
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stupnost tkiva za uzimanje uzoraka kod bolesnika sa sepsom
ogranicena je samo na misi¢no i masno tkivo, kao i ¢elije kr-
vi, s tim da eritrociti ne sadrze mitohondrije i funkcioniSu
potpuno anaerobno, glikoliticki, dok neutrofili takode proiz-
vode ve¢i deo ATP-a glikolizom i troSe veéu kolic¢inu kiseo-
nika za svoj fagocitni respiratorni prasak.

Kombinacija teSke inflamacije i sekundarnih promena u
endokrinom profilu smanjuje proizvodnju energije, intenzitet
metabolizma i odvijanje normalnih ¢elijskih procesa, Sto do-
vodi do MODS-a. Ova ocigledna disfunkcija organa mogla
bi biti potencijalno protektivan reaktivni mehanizam, zbog
toga Sto bi redukovan ¢elijski metabolizam mogao povecati
Sanse za prezivljavanje Celija, a time i organa, u uslovima
kada su suoceni sa teskim insultom. Glavni okida¢ za disfun-
kciju organa predstavlja smanjenje mitohondrijske aktivnosti
i intenziteta oksidativne fosforilacije, $to dovodi do snizenog
¢elijskog metabolizma. Ovaj efekat na mitohondrije mogao
bi biti posledica promena hormonskog statusa i sinteze in-

flamatornih medijatora u akutnoj fazi MODS-a **.

Citopatska hipoksija

Kada se dopremanje O, smanji zbog niskog PO, u arte-
rijskoj krvi, anemije i/ili hipoperfuzije, ¢elije vrSe ekstrakciju
proprocionalno veceg dela dostupnog O, da bi ocuvale aero-
bnu sintezu ATP-a. Kao posledica toga, vrednost tkivnog
PO, se smanjuje. Nasuprot tome, kada je sinteza ATP-a sni-
zena zbog unutrasnjeg poremecaja Celijske respiracije, Celije
ekstrahuju manje O, od onog koji je dostupan. Posledica toga
je promena u ekstrakciji O, uz porast vrednosti tkivnog PO,.
Kada bi tkivna hipoperfuzija bila osnovni faktor ¢elijske dis-
funkcije u sepsi, septickom Soku ili endotoksemiji, tada bi
trebalo da postoje abnormalno niske vrednosti tkivnog PO,.
Ali, ako je osnovni faktor poremecena utilizacija O, u Celi-
jama, onda bi vrednosti tkivnog PO, bile normalne ili vece
od normalnih. I zaista, istraZivanja su pokazala da se tkivni
PO, povecava u sepsi u odnosu na normalne vrednosti. To
znadi da je snizenje iskoris¢enja O, u Celiji (citopatska hipo-
ksija) kljuéni faktor u nastanku disfunkcije organa u sepsi, a
ne hipoperfuzija odnosno poremec¢aj makro- i mikrocirkula-
cije (iako je i ona prisutna u sepsi), kao $to se mislilo prote-
kle decenije. Takode, utvrden je vremenski sled javljanja ci-
topatske hipoksije. Citopatska hipoksija nije prisutna na po-
cetku sepse, ali se razvija u toku nekoliko sati. Ovim se mo-
gu objasniti pozitivni rezultati dobijeni primenom rane usme-
rene hemodinamske potpore, kao i negativni rezultati kada je
to primenjeno kod bolesnika u kasnijoj fazi sepse.

Razvoj citopatske hipoksije u patoloskim stanjima mo-
ze se objasniti razli¢itim, ali kompatibilnim mehanizmima.
Ovi mehanizmi obuhvataju smanjenu isporuku piruvata u
mitohondrijski ciklus trikarbonskih kiselina — TCA (Krebsov
ciklus), inhibiciju kljuénih mitohondrijskih enzima koji su
ukljuceni ili u TCA ciklus ili u elektronski transportni lanac i
aktivaciju enzima poli(ADP-ribozo) polimeraza-1 (PARP-1).

Iduéi od spoljne povrSine unutrasnje membrane nalaze
se enzimi sa najnegativnijim redoks potencijalom (NAD de-
hidrogenaza), a na suprotnom kraju citohrom c-oksidaza i
aktivisani kiseonik sa najvis§im pozitivnim redoks potencija-
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lom. Ciklus limunske kiseline, Krebsov ciklus ili ciklus tri-
karbonskih kiselina predstavljaju niz reakcija u mitohondri-
jama putem kojih se acetil ostaci oksidativno razgraduju do
CO; i vode. Acetil ostaci su u obliku acetil CoA (aktivnog
acetata) — estra koenzima A. Osnovna uloga ovog ciklusa je
Sto predstavlja konacan zajednicki metabolicki put za okon-
Canje oksidacije ugljenih hidrata, masti i proteina posSto se
glukoza, masne kiseline i brojne aminokiseline metabolisSu u
acetil CoA. U Krebsovom ciklusu dolazi do oksidacije acetil
CoA. Oksidacija navedenih supstrata odvija se u respirator-
nom lancu mitohondrija dehidrogenacijom (oduzimanjem
vodonika), zatim dolazi do prenosa vodonika i elektrona do
aktivisanog kiseonika, da bi se sintetisala voda kao konacni
metaboli¢ki produkt. Ceo ovaj proces od izuzetnog je zna-
Caja jer oslobada veliku koli¢inu energije u iskoristljivom
obliku kao §to je ATP.

Krajnji produkat glikolize je pirogrozdana kiselina, tri-
karbonska alfa keto kiselina. Ona se moze ili redukovati do
mlecne kiseline ili uéi u Krebsov ciklus i kona¢no biti oksidi-
sana do CO, i vode. Piruvat dehidrogenaza (PDH) katalizuje
reakciju kojom se piruvat, u prisustvu NAD" i koenzima A,
konvertuje u acetil-CoA. Inaktivacija PDH limitira fluks subs-
trata kroz TCA ciklus, pa dolazi do ekscesivnog nakupljanja
piruvata u ¢elijama, §to vodi do povecanog stvaranja laktata.
Stoga, hiperlaktatemija u sepsi nije dokaz smanjene isporuke
0,, kao $to se ranije mislilo, nego kombinovanih efekata inhi-
bicije PDH i ubrzanog transporta glukoze u ¢eliju.

U sepsi postoji poveéana aktivnost inducibilne azot-
oksid sintetaze (iNOS) i povecana sinteza pluripotentnog si-
gnalnog i efektornog molekula NO. U fizioloski relevantnim
koncentracijama (~ 1 uM) NO brzo, ali reverzibilno, inhibira
enzimsku aktivnost citohroma, terminalnog kompleksa u
mitohondrijskom elektronskom transportnom lancu. NO-
posredovana inhibicija potro$nje O, od strane mitohondrija je
rezultat kompeticije dva gasa (O, i NO) za isto mesto vezi-
vanja na enzimskom kompleksu. Prema tome, inhibitorni
efekat NO na citohrom oksidazu izrazeniji je kada je PO,
relativno nizak. Sve ovo smanjuje Celijsku respiraciju.

Mnogo je opasnije kada NO brzo reaguje sa O,- i for-
mira peroksinitrit (ONOO-) koji je veoma snazan oksidativni
i nitrozirajuci agens. Kada je citohrom inhibiran dejstvom
NO, mitohondrije proizvode veée koli¢ine O,-. Kalcijum za-
visna izoforma NOS prisutna je u mitohondrijama. Mitohon-
drije kao organele sposobne su tako da proizvode i NO i O,-,
i, pod odgovaraju¢im uslovima, velike koli¢ine peroksinitrita
koji inhibira mitohondrijalne enzime i respiraciju. Singer i
sar. ' su u svom istraZivanju posli od toga da, iako dolazi do
redistribucije mikrovaskularnog protoka, dokazan je povecan
tkivni pritisak kiseonika kod bolesnika sa sepsom, §to sugeri-
Se da je problem u iskoris¢avanju kiseonika u ¢elijama (tkiv-
na dizoksija), a ne u samoj isporuci kiseonika. Mitohondrij-
ska oksidativna fosforilacija odgovorna je za preko 90%
ukupne potrosnje kiseonika u organizmu i stvaranja ATP-a.
Respiratorni lanac u mitohondrijama obuhvata ve¢ pomenuta
Cetiri enzimska kompleksa. Ovi enzimski kompleksi, naro-
¢ito NADH-ubikvinon oksidoreduktaza (kompleks I) i cito-
hrom c-oksidaza (kompleks IV), mogu biti inhibirani kiseo-
ni¢kim i azotnim reaktivnim metabolitima. Obe vrste reakti-
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vnih metabolita pojacano se stvaraju u sepsi, a takode se
stvaraju i u mitohondrijama.

Biopsija skeletnih misic¢a izvedena je kod 28 bolesnika
sa sepsom u prva 24 sata od prijema u Jedinicu intenzivne
terapije, a kontrolnu grupu predstavljalo je devet bolesnika
podvrgnutih elektivnoj artroplastici kuka. U uzorcima je
analizirano sledece: aktivnost kompleksa respiratornog lan-
ca mitohondrija, koncentracija ATP-a, koncentracija redu-
kovanog glutationa (intracelularni antioksidant) i odnos
koncentracija nitrita/nitrata (marker sinteze NO). Rezultati
su pokazali da je koncentracija ATP-a bila znacajno niza
kod bolesnika sa sepsom koji su umrli, nego kod prezivelih
i kod bolesnika kontrolne grupe. Sto je aktivnost komplek-
sa I bila niZa, to je klinicka slika sepse bila teza, sinteza NO
veca, a koncentracija antioksidanta — redukovanog glutati-
ona, manja. Respiratorni lanac, pored Cetiri kompleksa, sa-
drzi i specijalizovane nosace elektrona. Prelazak elektrona
sa kompleksa na kompleks niz respiratorni lanac stvara
gradijent protona kroz unutra$nju membranu mitohondrija
koji je dovoljan da aktivira ATP sintetazu (kompleks V)
koja katalizuje fosforilaciju ADP-a u ATP. NO je pokazao
vece inhibitorne efekte na kompleks I nego na kompleks
IV. Inhibicija kompleksa I snizila je sposobnost mitohon-
drija da stvaraju ATP za 30%. Autori su zakljucili da je
ovaj bioenergetski kolaps vazan patogenetski mehanizam u
MODS-u indukovanom sepsom **. Dodatna analiza funkcije
mitohondrija elekronskom paramagnetnom rezonancom
(EPR) kod ovih bolesnika potvrdila je ve¢ postojece nala-
ze°®. Najnovije istraZivanje iz ove oblasti pokazalo je da je
kod kriti¢no obolelih prezivljavanje povezano sa biogene-
zom mitohondrija i antioksidantnim odbrambenim odgovo-
rom. Ovo pomaZe ocuvanju funkcionalnosti i energetskog
statusa celije. Kod onih bolesnika koji nisu preziveli doka-
zana je povecana sklonost ka oSteCenju mitohondrija i
energetskoj insuficijenciji ¢elije Sto veoma umanjuje spo-
sobnost oporavka normalne éelijske funkcije .

PARP-1 je nuklearni enzim koji se moze aktivirati pod
uticajem reaktivnih kiseoni¢kih metabolita (ukljucujuéi i
ONOO-) u stanjima akutne inflamacije. Ovaj enzim je uklju-
¢en u metabolizam NAD'/NADH. Kada se aktivira PARP-1,
smanjuje se kolicina NADH u ¢eliji. Posto je on glavni redu-
kcioni ekvivalent oksidativne fosforilacije, aktivacija PARP-
1 moze dovesti do velikog oSte¢enja sposobnosti Celije da
koristi O, za sintezu ATP, odnosno moze dovesti do citopat-
ske hipoksije. Primena selektivnih PARP-1 inhibitora u tera-
pijske svrhe bila bi veoma znacajna u leCenju sepse. Istrazi-
vanja su pokazala da aktivacija PARP-a dovodi do smrti ¢e-
lija tipa nekroze zbog toga §to u ¢elijama postoji energetski
kolaps. Proinflamatorini citokini dovode do aktivacije poli-
morfonukleara i indukcije iNOS; sledec¢a karika u lancu ko-
jim PARP vodi u nekrozu je stvaranje slobodnih radikala
koji ostecuju jednolanéanu DNK ¢ime se aktivira PARP.
Zbog toga farmakoloSka inhibicija PARP-a rezultuje poma-
kom od nekroze ka apoptozi ili ¢ak ka normalizaciji ¢elijske
funkcije, $to je utvrdeno metodom protocne citometrije na
timocitima izloZenim dejstvu peroksinitrita. Pomak ka smrti
¢elija tipa apoptoze (a ne nekroze), u odsustvu funkcionalnog
PARP-a smatra se korisnim zbog toga $to nekroti¢ne celije

(za razliku od apoptoti¢nih) oslobadaju svoj sadrzaj u ekstra-
celularni prostor i time pojacavaju inflamatorni proces.

Na animalnim modelima pokazano je da je potro$nja
kiseonika u nekim tkivima poremecena kada se ubrizga en-
dotoksin, LPS. Sli¢ne promene u brzini potros$nje kiseonika
uocene su kada su humani enterociti inkubirani in vitro sa
citomiksom, koktelom citokina koji sadrzi TNF-o, IL-1B i
IFN-y. Do smanjenja brzine potro$nje O, nije doslo zbog
promene u isporuci kiseonika (npr. zbog smanjene mikrova-
skularne perfuzije), ve¢ zbog steCenog poremecaja Celijske
respiracije, fenomena nazvanog citopatska hipoksija. Kod
ovih imunostimulisanih Celija potrosnja kiseonika smanjila
se za vise od 50%. Ovaj fenomen potpuno je reverzibilan:
kada je citokinski koktel uklonjen, a ¢éelije inkubirane u nor-
malnom medijumu, ponovo je uspostavljena normalna brzina
potrosnje O,. Citokinima indukovano smanjenje potrosnje O,
nije bilo prouzrokovano smrcéu ¢elija nego subletalnim pro-
cesom koji je oStetio normalnu ¢elijsku respiraciju. Inhibicija
PARP-a ublazava gubitak funkcije intestinalne barijere u
MODS-u ™.

Dakle, citopatska hipoksija dovodi do disfunkcije orga-
na uprkos adekvatnoj oksigenaciji tkiva. Do disfunkcije or-
gana dolazi zbog energetskog kolapsa i mitohondrijske dis-
funkcije. U animalnom modelu endotoksi¢nog Soka registro-
van je povecani pritisak kiseonika u tkivima kod endotoksic-
nih Zivotinja u odnosu na kontrolne. Takode, utvrdeno je da
kod umerene endotoksemije postoji acidoza i blagi porast
pritiska kiseonika u tkivima, a kod teSke endotoksemije jo$
teza acidoza i jo§ veéi porast pritiska kiseonika u tkivima.
Iako postoji mikrovasularna disfunkcija, ona ne doprinosi de-
ficitu tkivne oksigenacije. Naprotiv, nivo kiseonika u tkivima
je supranormalan kod bolesnika sa sepsom. Jedno od objas-
njenja je da tkivo ne iskori§¢ava kiseonik na normalan nacin.
Kod umrlih od sepse postoji mitohondrijska disfunkcija, a
koli¢ina ATP-a u tkivima manja je od normalne. Citokinski
koktel i hipoksija znacajno poveéavaju koli¢inu ATP u tki-
vima. Neocekivano, pokazalo se da imunostimulisana Celija
sa citopatskom hipoksijom ima dva puta vecu brzinu meta-
bolizma ATP-a od normalne celije. Ova povecana brzina
metabolizma ATP-a odrzava se zahvaljujuc¢i znacajnom po-
rastu brzine glikolize. Kada se u obe celije blokira sinteza
proteina i nukleinskih kiselina (za $ta se trosi ATP), intenzi-
tet metabolizma ATP-a se smanjuje. Normalizacija intenzi-
teta metabolizma ATP-a jednaka je u obe ¢Celije, $to znaci da
se metabolizam ATP-a i sinteza nukleinskih kiselina i protei-
na brze odvijaju u imunostimulisanim ¢éelijama. U tim celi-
jama aktiviraju se geni za faktor 1 (hypoxia-inducible factor
— HIF-1) indukovan hipoksijom, klju¢ni transkripcioni faktor
koji je odgovoran za akutnu adaptaciju ¢elije na hipoksi¢ne
uslove. Istovremeno, kodiraju se proteini znacajni za proces
glikolize. Kod sepse postoji pomak ka anaerobnom stvaranju
ATP-a. Imunostimulisane ¢elije ponasaju se kao da su hipok-
si¢ne 1 prelaze na anaerobni metabolizam glukoze gde je
krajnji proizvod laktat *’.

Celija se permanentno suo&ava sa dva problema: sa je-
dne strane je izlaganje visokoj koncentraciji kiseonika, §to
nosi rizik od peroksidacije, a sa druge strane su vrlo niske
koncentracije ATP-a i rizik od metaboli¢kog kolapsa. Postoje
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tri osnovna nacina da se postigne neophodni kompromis: re-
gulacija protoka elektrona kroz respiratorni lanac; regulacija
sinteze ATP-a (posto ATP ne moze da se skladisti u éeliji,
osnovna determinanta brzine potro$nje kiseonika je potro$nja
ATP-a) i regulacija razlicitih procesa pri kojima se trosi
ATP. Postoje dva vazna éelijska senzora koji kontinuirano
moduliraju sistem: redoks status/sinteza kiseonickih slobod-
nih radikala i mitohondrijski membranski potencijal. Za odr-
zavanje homeostaze nephodno je da vrednosti produkcije
slobodnih kiseonickih radikala, redoks status, fosfatni poten-
cijal i mitohondrijski membranski potencijal budu unutar ve-
oma uskih granica ® %

Disfunkcija epitelne barijere

Bolesnici umiru od sepse i MODS-a, ali njihove celije
ne umiru. Postavljena je hipoteza disfunkcije epitelne mem-

Posto mnogi organi koji su disfunkcionalni u MODS-u
(pluca, jetra, bubrezi, creva) zavise od pravilnog funkcioni-
sanja epitelne komponente, disfunkcija epitelnih celija je va-
7zna u patogenezi ovog sindroma. Pravilno funkcionisanje
epitela ne zavisi samo od ¢vrstih spojnica nego i od adekvat-
ne ekspresije, lokalizacije i1 aktivnosti mnogih drugih celij-
skih konstituenata (npr. membranskih pumpi, proteina citos-
keleta, receptora na povrSini ¢elije). Polarizacija epitela, ve-
ktorski transport i funkcija barijere, medutim, zavise od fun-
kcije ¢vrstih spojnica. Neki kljuéni molekularni procesi (iz-
menjena ekspresija Na K -ATP-aze, oiteceni proteini &vrste
spojnice) su zajednicki faktori koji doprinose ¢elijskoj dis-
funkciji u razlic¢itim tkivima u MODS-u.

Normalna funkcija pluéa, bubrega, jetre i creva zavisi
od stvaranja i odrzavanja razlic¢itih kompartmenta. U tabeli 1
prikazane su fizioloske i klini¢ke posledice epitelne disfunk-
cije ¢vrste spojnice.

Tabela 1

FizioloSke i klinicke posledice epitelne disfunkcije ¢vrste spojnice (TJ) kod multiple organske disfunkcije

Zahvaceni

Fizioloske posledice

Klini¢ke posledice

organ Kompartmenti TJ disfunkcije TJ disfunkcije
Pluc¢a Krv/vazduh Punjenje alveola tecnoséu Edem pluca, oStecena razmena gasova,
arterijska hipoksemija
Bubrezni . . .
. . N Vracanje tubularne te¢nosti u .
Bubreg intersticijum/te¢nost u . L Azotemija
. intersticijum

tubulima
Jetra Krv/zu¢ Vraéanje zu¢i u krv Intrahepati¢na holestatska Zutica
Creva Lumen/intersticijum Paracelularna propustljivost za Endotoksemija, perzistentna aktivacija

lamine proprie

produkte mikroba (DNK, flagelin, LPS)

sistemske inflamacije

brane u MODS-u jer su svi organi koji su u disfunkciji epi-
telni (pluca, jetra, bubrezi, creva). Epitelne celije su polari-
zovane, imaju vektorski transcelularni transport, selektivno
su permeabilne. Odrzavaju razli¢ite kompartmente, npr. uri-
narni prostor, bilijarni prostor, jer su to specijalizovane celije
koje izmedu sebe formiraju ¢vrste spojnice (tight junction —
TJ) u apikalnom delu. Funkcija barijere ¢vrstih spojnica ne-
ophodna je da bi se odrzali koncentracioni gradijenti koji po-
stoje izmedu dva kompartmenta definisana epitelom. U ne-
kim organima, naro¢ito crevima i plu¢ima, funkcija barijere
je vazna zbog prevencije sistemske kontaminacije mikrobima
i toksinima koji su prisutni u spoljnom okruzenju. Na mole-
kularnom nivou ova ¢vrsta spojnica sastoji se od najmanje
devet razli¢itih perifernih membranskih proteina i najmanje
tri razlicita integralna membranska proteina. U periferne
membranske proteine spadaju, npr. proteini sli¢ni gvanilat-
kinazi: ZO-1, ZO-2 i ZO-3; u integralne membranske protei-
ne spada okludin i velika klasa proteina nazvanih klaudini. I
okludin i klaudini sadrze ¢etiri transmembranska domena za
koje se smatra da su tacke kontakta izmedu dve Celije unutar
Cvrste spojnice. ZO-1 je u interakciji sa citoplazmatskim
'repovima’ okludina i klaudina, kao i sa ZO-2 i ZO-3, a oni
su u interakciji sa razli¢itim proteinima koji vezuju aktin i
tako se Cvrsta spojnica vezuje za citoskelet. ZO-1 se lokali-
zuje u plazmatskoj membrani pre okludina i smatra se da ima
centralnu ulogu u zreloj ¢vrstoj spojnici.
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Permeabilnost jednoslojnog epitela u kulturi tkiva po-
vecava se kada se celije inkubiraju sa koktelom razlicitih
proinflamatornih citokina u toku 24 do 48 &asova ®. Jedan od
mehanizama ove povecane permeabilnosti je spontano oslo-
badanje NO. Ako se na intestinalne epitelne ¢elije u kulturi
tkiva deluje citokinima kao §to su TNF-a, IFN-y i IL-1f, do-
¢i ¢e do povecane ekspresije iNOS i povecanog stvaranja NO
i sledstvenog stvaranja peroksinitrita. Smatra se da je perok-
sinitrit odgovoran za Stetne efekte NO na funkciju intestinal-
ne barijere. Na supcelularnom nivou ova povecana permea-
bilnost je povezana sa promenom ekspresije i lokalizacije
kljuénih proteina Cvrste spojnice. Kada se citokini uklone,
ove promene proteina povlace se u toku 24 sata.

Azot-oksid moze menjati ekspresiju i lokalizaciju razli-
Citih proteina Cvrste spojnice moduliranjem aktivnosti mem-
branske pumpe, Na'K'-ATP-aze. Intracelijska koncentracija
natrijuma i volumen Ccelija povecavaju se posle izlaganja
proinflamtornim citokinima, $to znaci da je smanjena ekspre-
sija i aktivnost Na'K'-ATP-aze. Izmenjeni su i proteini &vr-
ste spojnice (npr. okludin) i dolazi do hiperpermeabilnosti
epitela.

Kada se in vivo koriste male koli¢ine LPS-a, odnosno
subletalne doze, ne dolazi do promena u krvnom pritisku i
hemodinamici u modelu sistemskog inflamatornog odgovo-
ra. Kada se LPS-om deluje na epitel, na primer ileuma, do-
lazi do povecanja njegove permeabilnosti kod miSeva koje
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pocinje Sest sati nakon indukcije endotoksemije, a najizra-
zenije je posle 18 sati. Ako se dodaju blokatori iNOS, taj
efekat se prevenira. Isto to vazi i za jetru, odnosno za he-
patobilijarnu barijeru: povecane koncentracije bilirubina u
serumu povezane su sa endotoksemijom koja izaziva oste-
¢enje bilijarne barijere (prelazak Zzuci iz kanala u plazmu).
Bolji marker disfunkcije jetre, od koncentracije bilirubina u
serumu, predstavlja koncentracija zuc¢nih kiselina koja se
povecava 10 puta u endotoksemiji. Isti Sablon postoji i u
plu¢ima, poveéana permeabilnost alveolokapilarne mem-
brane kod endotoksemije dokazana je imunohistohemijski,
primenom fluorescentnog markera nakon 12 sati. LPS sma-
njuje ekspresiju nekoliko proteina Evrste spojnice (ZO-1,
okludin) .

Drugi nacin na koji epitel doprinosi disfunkciji organa
je lugenjem citokina®”®. Lamina propria i mukoza creva
sadrze veliki broj imunskih ¢elija: T- i B- limfocite, plazma
¢elije, makrofage, mastocite i neutrofile. U stanju inflamacije
sve ove ¢elije mogu luditi razli¢ite citokine. Imunostimulisa-
ne epitelne celije (enterociti) aktivno luce proinflamatorni
citokin HMGBI1 iskljuéivo u apikalnom delu kada su izloze-
ne 24-satnom dejstvu koktela proinflamatornih citokina, bez
obzira na to da li je stimulisana apikalna ili bazolateralna
strana Celije. Lucenje je najvece nakon 48 c¢asova. To ne na-
staje zbog nekroze, posto celija ostaje vijabilna. Sekrecija
HMGBI1 odvija se putem formiranja egzozoma u citosolu
enterocita. Nakon imunostimulacije te vezikule se oslobadaju
iz ¢elije 1 dovode do autokrine amplifikacije epitelne disfun-
kcije. Ako se daju antitela na HMGB1 onda se povecéanje
permeabilnosti snizi za 50% .

Dakle, epitelne celije ¢ine povrSinu creva, pluca, bubre-
ga i jetre i formiraju granice izmedu kompartmenta u organi-
zmu. Formiranjem barijere izmedu razlicitih sredina, epitelne
¢elije imaju brojne vazne uloge u regulisanju fizioloskih pro-
cesa: sprecavaju opadanje koncentracionih gradijenata izme-
du kompartmenata koje odvajaju, takode sprecavaju prodira-
nje endogenih bakterija, mikrobnih produkata i bioaktivnih
supstanci iz lumena creva i pluc¢a deluju¢i kao ograda koja
sprecava translokaciju ovih produkata u sistemsku cirkula-
ciju ili limfu. Epitelne ¢elije imaju kljuénu ulogu u nadzoru
nad mikrobima i u komunikaciji sa imunskim ¢elijama preko
citokina i hemokina. Epitelne ¢éelije u crevima reguliSu ap-
sorpeiju i sekreciju te¢nosti, elektrolita i nutrijenata® 7%, 1z
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Kod kriti¢no obolelih sa sepsom i MODS-om utvrdena
je povecana apoptoza crevnog epitela, Sto korelise sa pove-
¢anim mortalitetom. Prevencija intestinalne apoptoze in vitro
ne uti¢e ni na translokaciju bakterija, ni na koncentracije ci-
tokina u sistemskoj cirkulaciji, smanjenje intestinalne apop-
toze povecava preZivljavanje i kod neinfektivne inflamacije.
Plu¢ni epitel takode je podlozan apoptozi kod bolesnika sa
akutnim respiratornim distres sindromom kao jednom od
manifestacija MODS-a .

Danas su principi intenzivne terapije u sustini suporti-
vni. Ipak mnoge intervencije kod kriticno obolelih, kao §to
su sedacija, imunonutricija, mehanicka ventilacija, vises-
truke transfuzije krvi, primena inotropa i endokrina suple-
mentacija, povezane su sa loSim ishodom. Bolje razumeva-
nje vremenske i reaktivne sekvence hormonskih, metaboli-
¢kih inflamatornih i imunskih promena tokom akutne i kas-
ne faze teske bolesti stvorilo bi logi¢niju bazu za terapijsku
intervenciju koja bi se onda mogla individualno prilagoda-
vati svakom bolesniku. Momenat primene i intenzitet svake
intervencije su kljuéni; amplifikacija primarno protektivnog
odgovora na pocetku bolesti je korisna, ali moze biti Stetna
ako se primeni kasnije. Na primer, pokus§aji da se stimuliSe
metabolizam (glukoza-insulin ili tireoidni hormoni) mogu
biti adekvatni kao deo ranog leCenja, ali mogu biti poten-
cijalno opasni ako je organizam usao u fazu definitino us-
postavljenog MODS-a, u kojoj su c¢elije redukovale svoj
intracelularni metabolizam da bi popravile Sanse za preZiv-
ljavanje ™.

Zakljucak

Multipla organska disfunkcija moze se smatrati adapti-
vnim, endokrino posredovanim metabolickim odgovorom na
masivnu sistemsku inflamaciju ¢iji su kljucni patogenetski
mehanizmi citopatska hipoksija i disfunkija endotelne barije-
re, $to je jedna od najnovijih teorija.
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