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SPISAK SKRACENICA

ADAM17 (engl. A Disintegrin And Metalloproteinase, metallopeptidase domain 17) —

protein koji sadrzi domene disintegrina i metaloproteinaza
AIS (engl. Abbreviated Injury Scale) — skracena skala povrede
AKT — familija serin/treonin-specifi¢nih proteinskih kinaza

APACHE (engl. Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) — akutna fizioloska i

hroni¢na procena zdravstvenog stanja

aPTT (engl. Activated Partial Thromboplastin Time) — aktivirano parcijalno tromboplastinsko

vreme
ARG - arginaza

ASC transporter (engl. Alanine-Serine-Cysteine transporter) — transporter amino-kiselina

alanina, serina i cisteina

AUC (engl. Area Under the Curve) — povrSina ispod ROC krive, najopStija mera

dijagnosticke tacnosti testa

C/EBPp (engl. CCAAT/Enhancer-Binding Protein Beta) - CCAAT/pojacivac-vezujuci protein
beta

CARS (engl. Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome) — sindrom

kompenzatornog antiinflamatornog odgovora

CCRY7 (engl. C-C Chemokine Receptor type 7) — receptor 7 za podfamiliju hemokina sa CC

strukturnim motivom

CD (engl. Cluster of Differentiation) — diferencijacijska grupa molekula; povrSinski molekuli

ispoljeni na ¢elijama imunskog sistema i oznaceni CD brojem
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cDC (engl. Conventional Dendritic Cells) — konvencionalne dendritske ¢elije
ClI (engl. Confidence Interval) — interval pouzdanosti ili poverenja

CCL3/5 (engl. CC Motif Chemokine Ligand 3/5) — CC ligand 3 ili 5 (podfamilija hemokina sa

CC strukturnim motivom)
CMV - Citomegalovirus

CTLA-4 (engl. Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen-4) — antigen 4 asociran sa

citotoksi¢nim T-limfocitima

CXCL12 (engl. CXC Motif Chemokine Ligand 12) — CXC ligand 12 (podfamilija hemokina
sa CXC strukturnim motivom)

CXCR4 (engl. CXC Chemokine Receptor type 4) — receptor 4 za podfamiliju hemokina sa
CXC strukturnim motivom; receptor za CXCL12

DAMP (engl. Damage-Associated Molecular Pattern) — molekulski obrasci ostecenja
DC — dendritske celije

EBV — Epstein-Barr virus

EDTA — etilen-diamin tetrasi¢etna kiselina

eMDSC (engl. Early-stage Myeloid-Derived Suppressor Cells) — rane supresorske celije
mijeloidnog porekla

FDC — folikulske dendritske ¢elije
FLT3L (engl. FMS-Like Tyrosine Kinase 3 Ligand) — ligand FMS-u sli¢ne tirozin-kinaze 3

Foxp3 (engl. Forkhead Box P3) — transkripcioni faktor iz forkhead familije koji je

eksprimiran u regulatornim T-¢elijama

GALT (engl. Gut-Associated Lymphoid Tissue) — limfno tkivo gastrointestinalnog trakta
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G-CSF (engl. Granulocyte Colony-Stimulating Factor) — faktor stimulacije kolonija

granulocita

GM-CSF (engl. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) — faktor stimulacije

kolonija granulocita i makrofaga/monocita
GNB — Gram-negativna bakterijemija
GPB — Gram-pozitivna bakterijemija

HDN(G) (engl. High-Density Neutrophil (Granulocyte)) — neutrofil (granulocit) velike

gustine

HIF-1a (engl. Hypoxia-Inducible Factor 1-Alpha) — hipoksijom inducibilni faktor la

(subjedinica heterodimernog transkripcionog faktora HIF-1)

HJIL — hirurska jedinica intenzivnog lecenja

HLA-DR (engl. Human Leukocyte Antigen-D Related) — humani leukocitni antigen-DR
HSV — Herpes Simplex Virus

IDC — interdigitalne dendritske Celije

IFNo.,y — interferon-a, interferon-y

IL — interleukin

IL-12 p40 — interleukin-12 subjedinica p40

IL-1Ra (engl. Interleukin-1 Receptor Antagonist) — antagonist receptora interleukina-1
IL-7Ra (engl. Interleukin-7 Receptor Subunit Alpha) — subjedinica a receptora interleukina-7
INOS (engl. Inducible Nitric Oxide Synthase) — inducibilna sintaza azot-monoksida

INR (engl. International Normalized Ratio) — internacionalni normalizovani odnos,

standardizovana vrednost protrombinskog vremena bez obzira na metodu merenja
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IRAK3 (engl. Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 3) - kinaza 3 asocirana s receptorom

za interleukin-1

ISS (engl. Injury Severity Score) — skor tezine povrede

Jak — Janus kinaze, familija membranskih tirozin kinaza

JIL — jedinica intenzivnog lecenja

KHCO;3;— kalijum bikarbonat

LDN(G) (engl. Low-Density Neutrophil (Granulocyte)) — neutrofil (granulocit) male gustine

LOX-1 (engl. Lectin-type Oxidized LDL Receptor-1) — lektinu sli¢an receptor oksidisanog
LDL-a1l

LPS — lipopolisaharid
MAP (engl. Mean Arterial Pressure) — srednji arterijski pritisak
MAPK (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase) — mitogenom aktivirana proteinska kinaza

M-CSF (engl. Macrophage Colony-Stimulating Factor) — faktor stimulacije kolonija

makrofaga/monocita

MDSC (engl. Myeloid-Derived Suppressor Cell) — supresorska ¢elija mijeloidnog porekla
MHC (engl. Major Histocompatibility Complex) — glavni kompleks gena tkivne podudarnosti
miR (engl. MicroRNA) — mikro RNK

M-MDSC (engl. Monocytic Myeloid-Derived Suppressor Cells) — monocitne supresorske

¢elije mijeloidnog porekla
MMP — matriks metaloproteinaza

MODS (engl. Multiple Organ Dysfunction Syndrome) — sindrom multiple organske

disfunkcije
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MOF (engl. Multiple Organ Failure) — multipla organska insuficijencija

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

mTOR (engl. Mammalian Target Of Rapamycin) — intracelularna serin/treonin kinaza

NFI-A (engl. Nuclear Factor | A) — nuklearni faktor I A, gen koji kodira transkripcioni faktor

iz NF1 proteinske familije

NF-xB (engl. Nuclear Factor Kappa light chain enhancer of activated B cells) —

transkripcioni faktor nuklearni faktor kapa B

NH4CIl — amonijum hlorid

NK (engl. Natural Killer) — urodenoubilacke celije

NLR (engl. Nucleotide oligomerization domain (NOD)-Like Receptor) — receptor sli¢an

NOD-u, vrsta citoplazmatskih receptora za prepoznavanje obrazaca

NO — azot monoksid

NOX2 (engl. NADPH oxidase 2) — NADPH oksidaza 2

OR (engl. Odds Ratio) — odnos $ansi

PAMP (engl. Pathogen-Associated Molecular Pattern) — molekulski obrasci patogena

PBMC (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell) — mononuklearne ¢elije periferne krvi

PD-1 (engl. Programmed Death-1) — protein programirane c¢elijske smrti 1

pDC — plazmacitoidne dendritske ¢elije

PD-L1 (engl. Programmed Death-Ligand 1) — ligand za PD-1

PGE2 — prostaglandin E2

PI3K — fosfatidil-inozitol-3 kinaza
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PICS (engl. Persistent Inflammation, Immunosuppression and Catabolism Syndrome) —

sindrom perzistentne inflamacije, imunosupresije i katabolizma

PMN-MDSC (engl. Polymorphonuclear Myeloid-Derived Suppressor Cells) -

polimorfonuklearne supresorske ¢elije mijeloidnog porekla

Poli — polimikrobna bakterijemija

gSOFA (engl. Quick SOFA) — brzi SOFA skor

RLR (engl. Retinoic acid-Inducible Gene-I (RIG)-Like Receptors) — receptori sli¢ni RIG-u,

vrsta citoplazmatskih receptora za prepoznavanje obrazaca
RNS (engl. Reactive Nitrogen Species) — reaktivne vrste azota

ROC (engl. Receiver Operating Characteristic) — karakteristi¢na kriva prijemnika/operatera;

analiza ROC krive koristi se u medicini za procenu efikasnosti dijagnostickih testova

ROS (engl. Reactive Oxygen Species) — reaktivne vrste kiseonika

SAPS (engl. Simplified Acute Physiology Score) — pojednostavljeni akutni fizioloSki skor

SCF (engl. Stem-Cell Factor) — faktor stem ¢elija

SD - standardna devijacija

SIRS (engl. Systemic Inflammatory Response Syndrome) — sindrom sistemskog inflamatornog

odgovora

SOFA skor (engl. Sequential [Sepsis-related] Organ Failure Assessment) — skor za procenu

sekvencijalne (sa sepsom povezane) organske insuficijencije

SPSS (engl. Statistical Package for the Social Sciences) — statisticki pakte za drustvene

nauke, statistiki softver prvobitno koriS¢en u druStvenim naukama

SSC (engl. Surviving Sepsis Campaign) — Kampanja za prezivljavanje sepse
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STAT (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription) — prenosnik signala i

aktivator transkripcije

STNFR (engl. Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor) — solubilni receptor faktora nekroze

tumora

TAN (engl. Tumor-Associated Neutrophil) — tumor-asocirani neutrofil

TCR (engl. T-Cell Receptor) — T-¢elijski receptor

TGF-p (engl. Transforming Growth Factor Beta) — transformiSuci faktor rasta beta

TLR (engl. Toll-Like Receptor) — receptor slican Toll-u (homologan proteinu vinske musice

nazvanom Toll); podvrsta transmembranskih receptora za prepoznavanje obrazaca

TNFa (engl. Tumor Necrosis Factor Alpha) — faktor nekroze tumora alfa

VEGF (engl. Vascular Endothelial Growth Factor) — faktor rasta vaskularnog endotela

VMA - Vojnomedicinska akademija
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1. UVOD

Uprkos napretku u zbrinjavanju obolelih od sepse u poslednje dve decenije, sepsa i dalje
predstavlja ogroman problem javnog zdravlja Sirom sveta. ! Ona je vodec¢i uzrok morbiditeta 1
mortaliteta u jedinicama intenzivnog lecenja (JIL) i predstavlja veliki ekonomski teret kako
za zdravstvene sisteme, tako i za drustvo u celini. Administrativni podaci iz SAD za 2013.
pokazuju da je ’septikemija’ najskuplje medicinsko stanje leceno u bolnicama, sa godiSnjim
troSkom lecenja od 23,7 milijardi dolara ili 6,2% od ukupnog troSka svih hospitalizacija u

SAD. ?

U cilju sprovodenja vaznih epidemioloskih i klini¢kih ispitivanja, kao i pravovremene
dijagnoze 1 terapije sepse neophodna je opSteprihvacena definicija sa preciznim klinickim

kriterijumima za ovaj sindrom.

Sepsa se danas definiSe kao Zivotno ugroZavajucéa disfunkcija organa izazvana poremecenom
regulacijom odgovora domacina na infekciju. 3 Ova tre¢a internacionalna konsenzus
definicija sepse predlozena je 2016. da bi se ispravila ograni¢enja prethodne, a u svetlu novih

saznanja o patobiologiji, epidemiologiji i zbrinjavanju sepse 1 septi¢nog Soka. 34

1.1 Definicije sepse

Prva konsenzus konferencija o sepsi odrzana je 1991. godine u pokusaju da se standardizuje
terminologija ¢ime bi se omogucilo ranije dijagnostikovanje i leenje sepse, ali i1 izbegli
nesporazumi u komunikaciji i omoguc¢ila evaluacija i poredenje rezultata klinickih ispitivanja

sepse. °

Definisan je sindrom sistemskog inflamatornog odgovora (SIRS) koji se javlja u razli¢itim
patoloSkim stanjima, poput pankreatitisa, opekotina, politraume, infekcije, hemoragijskog
Soka i dr. Sepsa je definisana kao SIRS udruzen sa infekcijom (Tabela 1). S obzirom na to da
se SIRS cesto komplikuje disfunkcijom organa, uveden je 1 pojam sindroma multiple
organske disfunkcije (MODS). Sepsa udruZena sa multiplom organskom disfunkcijom,
znacima hipoperfuzije ili hipotenzijom naziva se teSkom sepsom; znaci hipoperfuzije mogu
ukljucivati laktatnu acidozu, oliguriju ili akutnu promenu mentalnog statusa. Sindrom

multiple organske disfunkcije (MODS) definisan je kao prisustvo izmenjene funkcije organa
11
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kod akutno obolelih kada se homeostaza ne moze odrzati bez terapijske intervencije. Ukoliko
sepsom indukovana hipotenzija perzistira uprkos adekvatnoj nadoknadi volumena, a uz
prisutne znake hipoperfuzije, govori se o septi¢nom $oku. > Predlozen je model po kojem

sepsa prati linearni kontinuum od SIRS-a, preko teske sepse do septi¢nog $oka. °

Druga Internacionalna konferencija o definicijama sepse odrzana je 2001. godine, a rezultati
su objavljeni 2003. ® Konferencija je sazvana da bi se revidirale i eventualno modifikovale
definicije objavljene 1992. godine koje su eksperti Cesto kritikovali. Na meti kritike bile su
preterana senzitivnost 1 nespecifi¢nost SIRS-a, kao 1 nepovezanost klinickih kriterijuma sa
specifi¢nim patofizioloskim procesima. "® Takode, ucesnici konferencije bili su upoznati sa
rezultatima internacionalne ankete sprovedene medu lekarima koji rade u JIL, a koja je
objavljena tek 2004. godine, u kojoj se navodi da je samo 22% intenzivista i 5% drugih lekara

prilikom definisanja sepse navelo tada aktuelnu konsenzus definiciju iz 1991. °

Kriterijumi za SIRS

Telesna

temperatura Groznica (> 38°C) ili hipotermija (< 36°C)

Srcana frekvencija Tahikardija (> 90 otkucaja u minuti)

Frekvencija Tahipneja (> 20 respiracija u minuti) ili hiperventilacija (PaCO, < 32
disanja mmHg)

Leukocitoza (> 12000/mm?) ili leukopenija (< 4000/mm?) ili prisustvo
vise od 10% nezrelih leukocita

Broj leukocita

Tabela 1. Kriterijumi za SIRS prema preporukama iz 1991. godine. Za dijagnozu SIRS-a
potrebno je da budu ispunjena najmanje dva od navedenih klini¢kih kriterijuma. Prilagodeno
prema Bone et al. °

Zakljucak konferencije bio je da postojece definicije ne treba menjati jer ne postoje dokazi
koji bi to opravdali. Umesto toga, proSirili su listu dijagnostickih kriterijjuma za sepsu

(Tabela 2). Za procenu organske disfunkcije u teskoj sepsi predlozen je SOFA skor. °

12
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OPSTI
PARAMETRI

INFLAMATORNI
PARAMETRI

HEMODINAMSKI
PARAMETRI

PARAMETRI
ORGANSKE
DISFUNKCIJE

PARAMETRI
TKIVNE
PERFUZIJE

Dijagnosticki kriterijumi za sepsu (SSC 2012)

INFEKCIJA, dokumentovana ili suspektna, sa bilo kojim od ispod navedenih klini¢kih

ili dijagnostickih Kkriterijuma:

Groznica (> 38°C) ili hipotermija (< 36°C)

Tahikardija (> 90 otkucaja u minuti)

Tahipneja

Izmenjen mentalni status

Znacajni edemi 1li pozitivan bilans tecnosti (> 20 ml/kg u 24 h)
Hiperglikemija (> 7,7 mmol/l) u odsustvu dijabetesa

Leukocitoza (> 12 x 10%1) ili leukopenija (< 4 x 10%/) ili
prisustvo vise od 10% nezrelih leukocita

C-reaktivni protein u plazmi > 2 SD iznad normalne vrednosti
Prokalcitonin u plazmi > 2 SD iznad normalne vrednosti

Avrterijska hipotenzija
o Sistolni pritisak < 90 mmHg, ili
o Srednji arterijski pritisak < 70 mmHg, ili
o Pad sistolnog pritiska > 40 mmHg

Arterijska hipoksemija (PaO,/FiO-, < 300)
Akutna oligurija (diureza < 0,5 ml/kg/h tokom 2 ili viSe sati
uprkos adekvatnoj nadoknadi volumena)
Porast kreatinina > 0,5 mg/d|
Poremecaji koagulacije
o INR>1)5ili
o aPTT >60s
lleus
Trombocitopenija (< 100 x 10%/1)
Hiperbilirubinemija (ukupni bilirubin u plazmi > 70 umol/1)

Hiperlaktemija (> 1 mmol/Il)
Smanjeno kapilarno punjenje

Tabela 2. Dijagnosti¢ki kriterijumi za sepsu prema preporukama iz 2001. i smernicama
SSC iz 2012. godine. PaO,/FiO, — odnos parcijalnog pritiska kiseonika u arterijskoj krvi i
inspiratorne frakcije kiseonika; INR — internacionalni normalizovani odnos; aPTT -
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme. Prilagodeno prema Levy et al. ® i Dellinger et

al, 0

13
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Kriterijumi sa ove konferencije su u diskretno izmenjenom obliku preporuceni i u
internacionalnim smernicama za zbrinjavanje teske sepse 1 septi¢nog Soka Kampanje za
prezivljavanje sepse iz 2012. ° Kampanja za prezivljavanje sepse (SSC) zapoleta je 2002.
godine saradnjom Society of Critical Care Medicine, European Society of Intensive Care
Medicine i International Sepsis Foruma, u cilju podizanja svesti o sepsi i poboljSanju ishoda
teSke sepse. 1 Smernice za zbrinjavanje teske sepse i septicnog Soka prvi put su objavljene
2004, a usledila su izdanja 2008, 2012. i 2016. sa azuriranim preporukama baziranim na

dokazima, 10*# 14

1.1.1 Nova definicija sepse — SEPSA-3

Definicije sepse, teske sepse 1 septicnog Soka nisu sustinski menjane viSe od dve decenije. Na
osnovu novih saznanja iz patobiologije sepse bilo je jasno da je potrebna ponovna revizija
starih definicija sepse. **° Stoga su European Society of Intensive Care Medicine i Society of
Critical Care Medicine u januaru 2014. sazvali radnu grupu eksperata da bi se azurirale

postojece definicije sepse 1 septi¢nog Soka. 3

Radna grupa je ispitala sadrzinsku, kriterijumsku (prediktivnu i dijagnosti¢ku) 1 konstruktnu
(konvergentnu i diskriminantnu) validnost kriterijuma koji su se koristili za dijagnozu sepse.
Bilo je potrebno da nove definicije budu azurne i u skladu sa boljim razumevanjem promena
u funkciji 1 morfologiji organa, biologiji ¢elije, biohemiji, imunologiji 1 cirkulaciji, Sto je sve

zbirno nazvano patobiologijom sepse. Rezultati njihovog rada objavljeni su 2016. godine.

Sepsa se viSe ne posmatra samo kao preterana inflamacija, nego kao proces kod kojeg rano
dolazi do aktivacije i proinflamatornih i antiinflamatornih odgovora. *'® Dva ili vise
kriterijuma za SIRS prisutna su kod mnogih pacijenta koji nemaju infekciju, tako da
kriterijumi za SIRS imaju loSu diskriminantnu validnost. Takode, studija Kaukonenove i
saradnika ukazala je na loSu dijagnosticku validnost SIRS kriterijuma, jer 1 od 8 pacijenata
primljenih u JIL u Australiji i Novom Zelandu, a koji je imao infekciju i novonastalu
insuficijenciju organa, nije ispunio najmanje dva kriterijuma za SIRS, pa tako ni uslove za
dijagnozu teske sepse, iako su ovi SIRS-negativni septi¢ni pacijenti imali slicne karakteristike

i mortalitet kao i SIRS pozitivni pacijenti. *’

Radna grupa je definisala sepsu kao ’Zivotno ugrozavaju¢u disfunkciju organa izazvanu

poremecéenom regulacijom odgovora domacina na infekciju’ (Slika 1). Dakle, nova definicija
14
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sepse ukljucuje disfunkciju organa, Sto je ranije bio kriterijum za tesku sepsu, te samim tim
termin ’teSka sepsa’ postaje suviSan. Autori naglasavaju da ’sepsom izazvana disfunkcija
organa moze biti okultna’, te da treba imati na umu tu moguénost kod svakog pacijenta sa
infekcijom. Vazi i obrnuto, ‘neprepoznata infekcija moze biti uzrok novonastale disfunkcije

organa’. 3

Prepoznaju¢i da danas ne postoje klinicka merenja koja odrazavaju koncept ’poremecéene
regulacije odgovora domacina’, radna grupa je evaluirala klinicke kriterijume u potrazi za
onima koji najbolje identifikuju inficirane pacijente Kkoji najverovatnije imaju sepsu.
Procenjivane su konstruktna i prediktivna validnost *® i na osnovu rezultata preporuceno je da
se za identifikaciju organske disfunkcije u JIL Koristi akutna promena u ukupnom SOFA
skoru za 2 ili viSe poena u odnosu na pocetnu vrednost (Tabela 3). Treba smatrati da su
pocetne vrednosti 0 osim ukoliko ne znamo da je pacijent ve¢ imao disfunkciju organa pre
pocetka infekcije. Pokazano je da je porast SOFA skora za 2 ili viSe poena udruZen sa
bolni¢kim mortalitetom ve¢im od 10% u opstoj populaciji pacijenata sa pretpostavljenom
infekcijom. 38

Radna grupa je predlozila 1 novi klini¢ki skor gqSOFA za upotrebu izvan JIL, a za brzu
identifikaciju onih pacijenata sa suspektnom infekcijom koji ¢e verovatno imati losije ishode
karakteristi¢ne za sepsu (Tabela 4). Kriterijumi su jednostavni: prisustvo bilo koja 2 od 3
klinicka parametra - poremecaj stanja svesti, hipotenzija i tahipneja — kod pacijenata sa
infekcijom izvan JIL ima prediktivnu validnost slicnu SOFA skoru u JIL. **® U prednosti
gSOFA skora spada to §to ne zahteva laboratorijska ispitivanja, moze se Cesto ponavljati,
moze da potakne lekara na detaljnija ispitivanja u cilju ranijeg otkrivanja organske
disfunkcije i pravovremenog zapocinjanja ili korigovanja terapije, kao i na razmatranje

moguénosti da se pacijent prebaci u JIL. ®

AZurirana je 1 definicija septicnog Soka. Septi¢ni Sok se sada definiSe kao oblik sepse kod
kojeg su osnovni cirkulatorni, celularni i metabolicki poremecaji toliko teski da znacajno
povecavaju mortalitet. Kriterijumi za septi¢ni Sok ukljucuju sepsu uz perzistentnu hipotenziju
koja zahteva terapiju vazopresorima da bi se srednji arterijski pritisak odrzao na vrednostima
jednakim ili ve¢im od 65 mmHg, i hiperlaktemiju ve¢u od 2 mmol/l uprkos adekvatnoj

nadoknadi volumena. Ako su ovi kriterijumi prisutni, bolnicki mortalitet je ve¢i od 40%.
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Hiperlaktemija je ukljucena u dijagnosti¢ke kriterijume jer se smatra da odraZzava poremecaj

éelijske funkcije u sepsi.

SKOR

Respiratorni <200 sa <100 sa
PaO,/FiO, >400 <400 <300 respiratornom  respiratornom

mmHg podrskom podrskom

Hematoloski
Trombociti,
x 10%/I

Hepato-

bilijarni
Bilirubin,
mg/dl
(nmol/l)

<172 12-19 20-59  60-119 >12,0
(20)  (20-32)  (33-101) (102 204) (204)

Kardio-
vaskularni
Hipotenzija
(mmHg)

Centralni

nervni

sistem
Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
coma score

Urinarni
Kreatinin,
mg/dl
(pmol/l)

Diureza,
ml/dan

Tabela 3. SOFA skor. *Doze kateholamina su u pg/kg/min tokom najmanje 1 sata.
PaO,/FiO, — odnos parcijalnog pritiska kiseonika u arterijskoj krvi i inspiratorne frakcije
kiseonika; MAP — srednji arterijski pritisak; DOP — dopamin; DOBUT — dobutamin; ADR —
adrenalin; NORAD - noradrenalin. Prilagodeno prema Singer et al.?
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Infekcija

Zivotno
ugrozavajuca
disfunkcija
organa

Poremecaj
odgovora
domacina

Slika 1. Treéa internacionalna konsenzus definicija sepse i septi¢nog Soka.

Kriterijumi za gSOFA
Frekvencija disanja Tahipneja (= 22/min)
Stanje svesti Poremecaj stanja svesti (Glazgov koma skor < 15)

Sistolni krvni pritisak Hipotenzija (< 100 mmHg)

Tabela 4. Kriterijumi za QSOFA. Prilagodeno prema Singer et al. ®
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1.2 Epidemiologija sepse

Istrazivanja incidence i mortaliteta od sepse uglavnom su sprovodena u zemljama sa visokim

nacionalnim dohotkom, %%

a rezultati studija veoma variraju u zavisnosti od toga kako je
sepsa definisana, odnosno da li se koriste administrativne definicije, Sto je Cest slucaj u SAD,

ili definicije na osnovu konsenzus kriterijuma. *°

Prema studiji objavljenoj 2014, u kojoj su ucestvovali zdravstveni centri iz 84 zemlje
ukljucujuéi Srbiju, a koja je ispitivala mortalitet u JIL, 29,5% pacijenta imalo je sepsu na
prijemu ili tokom boravka u JIL. Mortalitet bolesnika sa sepsom u JIL bio je 25,8%, a njihov
bolni¢ki mortalitet 35,3%. * U ovoj studiji sepsa je definisana kao ’prisustvo infekcije sa
istovremeno prisutnom insuficijencijom bar jednog organa (SOFA > 2 za insuficijentni

organ)’, §to odgovara aktuelnoj definiciji sepse prema konsenzus kriterijjumima, Sepsi-3.

Noviju procenu globalne incidence i mortaliteta od bolnicki leCene sepse pruzili su
Fleischmannova i saradnici, u studiji objavljenoj 2016. Procena stope incidence sepse za
period od 2003. do 2015. iznosila je 437 slucajeva na 100.000 osoba-godina, a za tesku sepsu
270 slucajeva na 100.000 osoba-godina. Za isti period bolnicki letalitet bio je 17% za sepsu, a
26% za tesku sepsu. Ekstrapolacijom podataka iz zemalja sa visokim dohotkom procenili su
da se svake godine u bolnicama Sirom sveta moZe ocekivati 31,5 miliona slucajeva sepse 1
19,4 miliona slucajeva teske sepse, kao i mogucih 5,3 miliona smrti izazvanih sepsom. Autori
takode napominju da bi ova procena mogla potceniti stvarnu globalnu incidencu sepse s
obzirom na to da je izvedena na osnovu podataka iz visoko razvijenih zemalja, a da je
prevalenca akutnih infekcija koje mogu da dovedu do sepse znaajno visa u zemljama sa

niskim i srednjim dohotkom. *°

Istrazivaci su saglasni da se incidenca sepse povecava, a iako je letalitet manji, belezi se vise

slu¢ajeva tezih oblika bolesti. *%**2*

Metacentri¢na analiza objavljena 2014. pokazala je da se
mortalitet teSke sepse smanjivao za 3% godiSnje, sa 46,9% u periodu 1991-1995. na 29% u

periodu 2006-2009. godine.

Sepsu najcesce dobijaju starije osobe. Prema jednoj studiji u SAD, pacijenti stariji od 65
godina predstavljali su 12% populacije SAD, ali 64,9% slucajeva sepse u toj zemlji. % Starije

osobe imaju veci broj komorbiditeta 1 poremecaje steCene imunosti zbog starenja imunskog

sistema (imunosenescencije) zbog ¢ega su podlozniji infekcijama i razvoju sepse. 2621

18



pp dr Ivo Udovici¢ doktorska disertacija

Najcesca ishodista sepse su infekcije respiratornog trakta, pracene infekcijama urinarnog i
gastrointestinalnog trakta, bakterijemijama nepoznatog izvora i infekcijama koze i mekih

tkiva, 282

Velika internacionalna studija Vincenta i saradnika pokazala je da su najcesci
prouzrokovaci Gram-negativni mikroorganizmi (62%), praceni Gram-pozitivnim bakterijama
(47%) 1 gljivicama (19%). Medu Gram-negativnim bakterijama najcesce su izolovane vrste
roda Pseudomonas (~20%), Escherichia coli (16%) i vrste roda Klebsiella (~13%). Naj¢esci
Gram-pozitivan prouzrokova¢ bio je Staphylococcus aureus (20,5%), ukljucujuéi MRSA. %°
Vazno je napomenuti da je, prema raznim istrazivanjima, hemokultura negativna u 30-50%

slucajeva. 29-32

1.3 Patofiziologija sepse — poremeéaj imunske homeostaze u sepsi

Imunski sistem prepoznaje patogene mikroorganizme koji su prodrli u tkiva i cirkulaciju
pomocu receptora za prepoznavanje obrazaca. Ovi receptori se nalaze na ¢elijama urodene
imunosti, ali i na limfocitima, epitelnim, endotelnim i drugim Celijama. ** Receptori za
prepoznavanje obrazaca prepoznaju komponente/molekule mikroorganizama (npr. bakterijski
endotoksin, peptidoglikane, dvolancanu RNK virusa i dr.) koje se zbirno nazivaju
molekulskim obrascima patogena (PAMP). * Medutim, urodeni imunski sistem prepoznaje i
molekule koje se oslobadaju iz oSte¢enog ili nekroti¢nog tkiva, tzv. alarmine, koje mogu da
proizvode 1 same efektorske ¢elije imunosti. Egzogeni PAMP 1 endogeni alarmini zbirno se
nazivaju molekulskim obrascima ostecenja (DAMP). *#°

Receptori za prepoznavanje obrazaca mogu se klasifikovati prema lokalizaciji na
membranske (na ¢elijskoj membrani ili membrani endozoma) i citoplazmatske. Membranski
receptori su receptori slicni Tollu (TLR) i lektinski receptori, a citoplazmatski su receptori

slicni NOD-u (NLR) i receptori sli¢ni RIG-u (RLR). 33,36

Kada receptori prepoznaju PAMP i DAMP, dolazi do aktivacije signalnih puteva i ushodne

regulacije gena ukljucenih u regulaciju inflamatornog odgovora. 83

U sepsi moze da dode
do snaznog hiperinflamatornog odgovora poznatog kao ’citokinska oluja’, koja moze da
dovede do multiple organske insuficijencije i smrti. * Ubrzo nakon inflamatornog odgovora,
a mozda i istovremeno, *® pokrece se i antiinflamatorni odgovor, iako se donedavno smatralo
da ovaj ’kompenzatorni’ odgovor zapo€inje danima nakon snaznog proinflamatornog

39

odgovora. *° Ukoliko nema komplikacija, a mikroorganizam ili Stetni agens je uklonjen,
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zapocinje aktivni proces ponovnog uspostavljanja homeostaze, u kojem vaznu, i pozeljnu,

ulogu imaju procesi apoptoze i autofagije. “°

U nekim slucajevima ne dolazi do kompletne rezolucije inflamacije 1 pacijenti razvijaju
hroni¢nu kriticnu bolest, odnosno sindrom perzistentne inflamacije, imunosupresije i

katabolizma. *

1.3.1 Proinflamatorni i antiinflamatorni citokini u sepsi

Tokom osamdesetih i pocetkom devedesetin godina XX veka ve¢ su bili identifikovani
pojedini proinflamatorni citokini i njihovi receptori (npr. IL-1, TNF, IL-6 i dr.), ¢ija je uloga
u izazivanju ranog, nekontrolisanog hiperinflamatornog odgovora u sepsi potvrdena u
razligitim eksperimentalnim modelima. “™*° Ova otkri¢a su dovela do formulisanja SIRS-a i
videnja sepse kao sistemskog inflamatornog odgovora na infekciju. > Aikawa je ovo
sistemsko neregulisano oslobadanje proinflamatornih citokina koje dovodi do generalizovane
inflamatorne reakcije kod pacijenata sa sindromom multiple organske disfunkcije nazvao
*citokinskom olujom’. *° U istom periodu je otkriveno i da se u odgovoru na stimuluse kakav
je bakterijski endotoksin (LPS) osim proinflamatornih citokina u organizmu oslobadaju i
antiinflamatorni citokini i molekule koje neutraliSu citokine, poput antagonista citokinskih

51-54

receptora i solubilnih citokinskih receptora, medutim, paznja je prvobitno bila usmerena

na proinflamatorni odgovor.

55-57

U eksperimentima na Zivotinjama u kojima su kori§¢ena antiendotoksinska antitela, anti-

59-61

TNF monoklonalna antitela, *® i antagonisti IL-1 receptora, pokazano je da su zivotinje

bile zaSticene, delimicno ili u potpunosti, od razvoja sepse, organske insuficijencije ili
septicnog Soka 1 poboljSano je njihovo prezivljavanje. Na bazi ovih ohrabrujucih rezultata
zapoceta su i prva klinicka ispitivanja razli¢itih antitela protiv endotoksina, anti-TNFa

antitela, antagonista IL-1 receptora i drugih antiinflamatornih agensa. %

6776

Medutim, rezultati
nisu ispunili ocekivanja, a u jednom slucaju je, sa povecanjem doze agensa, mortalitet
¢ak bio 1 povecan. mTu diskusijama 1 analizama koje su usledile kao mogu¢i razlozi neuspeha
navode se velike razlike koje postoje izmedu eksperimenata na zivotinjama, koji se izvode u
strogo kontrolisanim uslovima, 1 klinickih studija na izuzetno heterogenoj populaciji
pacijenata u pogledu starosti, prisustva komorbiditeta, naCina nastanka infekcije, vrste 1

virulencije prouzrokovaca, preduzetih terapijskih mera i odgovora domacina na infekciju,
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odnosno, njegove imunokompetencije. ®® Neuspeh studija je istakao u prvi plan

kompleksnu patofiziologiju sepse i potrebu za njenim boljim razumevanjem. &

Munoz i saradnici stimulisali su monocite septi¢nih pacijenata lipopolisaharidom in vitro i
pronasli su smanjenu monocitnu proizvodnju IL-1B, TNFa i IL-6 kod pacijenata sa sepsom u
odnosu na kontrolnu grupu. Proizvodnja citokina bila je naroc¢ito smanjena kod pacijenata sa
Gram-negativnim infekcijama. Takode, monociti prezivelih pacijenata povratili su
sposobnost proizvodnje citokina u normalnim koli¢inama, Sto nije bio slu¢aj sa monocitima
umrlih. % Sli¢no ovome, Ertel i saradnici stimulisali su punu krv pacijenata sa teSkom sepsom
lipopolisaharidom ex vivo da bi utvrdili kinetiku oslobadanja TNFa, IL-1p i IL-6.
Eksperiment je pokazao da u sepsi dolazi do izrazite depresije oslobadanja pomenutih
proinflamatornih citokina iz mononuklearnih ¢elija pune krvi, ¢ak i pri malim
koncentracijama lipopolisaharida kakve se inace detektuju kod septi¢nih pacijenata. Ovaj
fenomen, poznat kao endotoksinska tolerancija, trajao je do kraja opservacionog perioda od
10 dana i autori su smatrali da moze dovesti do imunodeficijencije kod pacijenata sa teSkom

sepsom.

S obzirom na to da se SIRS nije javljao kod svih pacijenata sa sepsom, 1 prepoznajuci da je
SIRS samo ’polovina cele slike’, Bone 1 saradnici su 1997. predlozili da se postojeim
definicijama doda novi sindrom kompenzatornog antiinflamatornog odgovora (CARS), a na
osnovu tadasnjih saznanja da ubrzo nakon oslobadanja proinflamatornih medijatora dolazi do
oslobadanja antiinflamatornih citokina (IL-4, IL-10, TGF-f i dr.) u cilju moduliranja
inflamacije i ponovnog uspostavljanja homeostaze. Ukoliko je kompenzatorni
antiinflamatorni odgovor preteran dolazi do imunosupresije koja moze perzistirati. % Dakle,
prema SIRS-CARS modelu, kompenzatorni odgovor se javlja nakon povlacenja rane

hiperinflamatorne faze i odgovoran je za hroni¢nu fazu sepse.

Medutim, u godinama koje su usledile, studije na pacijentima pokazale su postojanje
razlicitih citokinskih profila sa razliitim uticajem na ishod sepse, od povecane proizvodnje
antiinflamatornog IL-10, preko smanjene proizvodnje citokina, do povecane proizvodnje i

proinflamatornih i antiinflamatornih citokina. &

Van Dissel i saradnici su pokazali da je visok odnos antiinflamatornog IL-10 prema

proinflamatornom TNFa udruzen sa smrtnim ishodom febrilnih pacijenata sa vanbolnickom
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infekcijom 1 upozorili na opasnost upotrebe inhibitora proinflamatornih citokina kod

pacijenata sa sepsom. %

U studiji koju su sproveli Gogos i saradnici merene su koncentracije proinflamatornih
citokina (TNFa, IL-1B i IL-6) i antiinflamatornog IL-10, kao i citokinskih inhibitora IL-1Ra i
solubilnog receptora TNF (sTNFR) kod 65 pacijenata sa teSkom sepsom. Svi pacijenti su na
prijemu imali znatno viSe nivoe svih merenih citokina u odnosu na kontrolnu grupu, a
posebno su bili visoki nivoi antiinflamatornih citokina. Kod umrlih su izmerene znaéajno
visoke vrednosti IL-10 i TNFa, i veoma visok odnos IL-10 prema TNFa. S druge strane, kod
prezivelih je zabeleZzeno znacajno smanjenje nivoa IL-10 u serumu, pa samim tim i odnosa
IL-10 prema TNFa. Takode, kod pacijenata koji su razvili septi¢ni Sok u prvih 48 sati od

prijema zabeleZene su znac¢ajno vise vrednosti TNFa, IL-6, IL-1Ra i STNFR. 8

Velika multicentri¢na studija Kellum-a i saradnika merila je nivoe TNF, IL-6 i IL-10 kod
pacijenata sa vanbolnickom pneumonijom da bi se utvrdilo da li postoje citokinski obrasci
udruZeni sa sepsom i smréu. Kod vecine pacijenata dosSlo je do porasta nivoa citokina, ali je
deo 1 prezivelih i umrlih pacijenata imao normalne vredosti pri svakom merenju. NajviSe
vrednosti su zabelezene ve¢ prvog dana da bi se postepeno smanjivale tokom prve nedelje, ali
su poviseni nivoi citokina perzistirali mnogo duze od klinickih znakova bolesti. Srednje
vrednosti sva tri merena citokina bile su viSe kod pacijenata sa teSkom sepsom u odnosu na
pacijente bez sepse, te kod umrlih u odnosu na preZivele. Vrednosti IL-6 bile su najvece kod
pacijenata koji su razvili teSku sepsu, a najveci rizik od umiranja imali su pacijenti sa
istovremenim visokim nivoima IL-6 i IL-10. Zanimljivo je da je 64% prezivelih i 42% umrlih
imalo normalne vrednosti IL-10 tokom celog perioda merenja, kao i da nije dolazilo do
iznenadnog porasta nivoa bilo kog citokina sa nastankom organske disfunkcije. Nije uocena
ni predominacija bilo kog pojedinog citokina u odnosu na druge. Vazan nalaz ove studije je
da su uoceni razli¢iti obrasci citokinskog odgovora, ali da je aktivacija bila generalizovana.
Autori su zakljuci da je citokinski odgovor dugotrajniji nego Sto se mislilo 1 da je odgovor

v 1. 87
mnogo heterogeniji od ocekivanog.

Nalaz istovremene sekrecije 1 proinflamatornih i1 antiinflamatornih citokina potvrden je 1 u

drugim studijama ljudske sepse. 885

22



pp dr Ivo Udovici¢ doktorska disertacija

S obzirom na to da se SIRS ne javlja samo u sepsi nego i u mnogim drugim patoloskim
stanjima, veoma je zanimljiva multicentri¢na studija Xiao-a i saradnika koji su ispitivali
ekspresiju celog genoma leukocita iz krvi traumatizovanih pacijenata odmah nakon povrede i
periodi¢no tokom 28 dana, i uporedivali je sa ekspresijom genoma pacijenata sa teSkim
opekotinama i 4 zdrava subjekta kojima je dat endotoksin u maloj dozi. *® Jedan od ciljeva
studije bio je da se utvrdi da li je MODS nakon traume posledica SIRS-a nakon kojeg se
razvija CARS. Analiza transkriptoma je pokazala da je teska trauma dovela do izmenjene
ekspresije vise od 80% gena leukocita tokom 28 dana koliko je trajalo ispitivanje. Najvise je
porasla ekspresija gena koji kontroliSu urodenu imunost, inflamatorni odgovor (i
proinflamatorni i antiinflamatorni) i prepoznavanje patogena (npr. skoro svih TLR, NLR i
dr.), a ekspresija je dostigla maksimum u prvih 12 sati od povrede. Istovremeno je doslo do
supresije gena ukljuenih u kontrolu steCene imunosti, a najvise su bili suprimirani geni
uklju€eni u prezentaciju antigena i aktivaciju T-Celija. Promene genske ekspresije leukocita
traumatizovanih pacijenata bile su veoma slicne onima kod pacijenata sa opekotinama i
zdrave kontrole koja je primila infuzije niske doze endotoksina. Na primer, 88% gena sa
najveCom promenom ekspresije nakon traume na slican nacin je bilo promenjeno u
endotoksemiji (ushodno ili nishodno eksprimirano), a razlike su postojale uglavhom u
trajanju odgovora. Autori su ove brze, opsezne i dramaticne promene transkriptoma u
odgovoru na tezak inflamatorni stres nazvali ’genomskom olujom’. ® Grupa je ispitivala i da
li postoji razlika u ekspresiji gena izmedu komplikovanog i nekomplikovanog toka bolesti i
nasla je da su razlike kvantitativne prirode — postojala je razlika u duZini i stepenu ekspresije,
odnosno supresije gena, ali nije doSlo do aktivacije ili supresije gena koja bi bila udruZena
iskljucivo sa komplikacijama. Ova vazna studija dovela je u pitanje SIRS/CARS paradigmu,

barem na nivou transkriptoma leukocita.

Bone i saradnici su smatrali da model SIRS-CARS moze da objasni ranu smrt od septi¢nog
Soka, multiplu organsku disfunkciju 1 perzistentnu imunosupresiju koja se javlja kod nekih
pacijenata posle sepse. % Danas znamo da je patogeneza sepse mnogo kompleksnija nego Sto

se mislilo pre dvadeset godina.
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1.3.2 Imunosupresija u sepsi

Odavno je poznato da pacijenti sa sepsom gube reakciju kasne preosetljivosti i da ih
karakteriSe nemogucénost zaleCenja primarne infekcije, sklonost ka razvijanju nozokomijalnih
infekcija i reaktivacija latentnih virusa $to jasno ukazuje na imunosupresiju. *%*! Ovo stanje
teSke supresije imunskog sistema do kojeg dolazi nakon pocetne hiperinflamatorne faze sepse

nazvano je ‘imunoparaliza’. %2

Meakins i saradnici su jo§ 1977. primetili da hirurski pacijenti koji su izgubili reakciju kasne
preosetljivosti na uobicajene antigene imaju veci rizik od razvoja sepse i mortaliteta. Analiza
je, takode, pokazala vecu smrtnost kod pacijenata kod kojih je anergija perzistirala (74,4%), u

odnosu na one pacijente kod kojih je doSlo do oporavka reakcije kasne preosetljivosti (5,1%).
93

U retrospektivnoj studiji Torgersena i saradnika analizirani su makroskopski nalazi autopsija
235 pacijenata koji su umrli u JIL od sepse ili septi¢énog Soka. Analiza je pokazala da je u
vreme smrti oko 77% pacijenata imalo nezaleCene septi¢ne fokuse, bez obzira na razlog
prijema u JIL. % Ipak, ova studija ne daje odgovor na pitanje od ¢ega su umrli pacijenti koji
su imali sepsu ili septicni Sok jer nezaleCena ZariSta nisu obavezno i uzrok smrti. Stvarni
uzrok smrti mnogih pacijenata umrlih od sepse je i dalje predmet istrazivanja, a studije

ukazuju na to da bi, u odsustvu masivne nekroze i apoptoze u ispitivanim organima, %>%

disfunkcija mitohondrija mogla imati ulogu u nastanku organske insuficijencije. %%

Sun 1 saradnici su pronasli da je 23,4% pacijenata koji su preziveli sepsu ponovo primljeno u
bolnicu 30 dana nakon otpusta, a razlog za readmisiju je u 69,2% slucajeva bila infekcija.
Medu ovim slucajevima 51,4% imalo je nezaleCenu ili rekurentnu infekciju. Visokorizi¢na
grupa za neplaniranu readmisiju nakon 30 dana bili su septi¢ni pacijenti koji su takode dobili

bolnicku infekciju i koji su duZe primali antibiotike. *®

Poznato je da su pacijenti sa sepsom skloni razvoju sekundarnih infekcija izazvanih
oportunistickim, slabo virulentnim mikroorganizmima i reaktivaciji latentnih virusnih
infekcija. U novijoj studiji je nadeno da je 13,5% pacijenata primljenih u JIL zbog sepse
dobilo sekundarnu infekciju, a najce$¢i prouzrokovaci bile su Gram-pozitivne bakterije
(45,2%), posebno Staphylococcus epidermidis i vrste roda Enterococcus; Gram-negativne
bakterije (26,6%), najces¢e Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae i Stenotrophomonas maltophilia; i gljivice (9,6%), najéesce vrste roda Candida.
Virusne infekcije nadene su u 9,9% slucajeva, i to najceSce reaktivacije Herpes Simplex
virusa i Citomegalovirusa. Septi¢ni pacijenti koji su stekli bolni¢ku infekciju u JIL imali su
tezu sliku bolesti na prijemu.

Ubedljive dokaze u prilog naruSene imunosti u sepsi dali su Walton i saradnici koji su
ispitivali reaktivaciju viSe virusa kod pacijenata sa sepsom. Pronasli su da je do reaktivacije
CMV doslo kod 24,2% septi¢nih pacijenata, EBV kod 53,2%, a reaktivaciju HSV imalo je
14,1 % pacijenata sa sepsom. Ceste su bile i reaktivacije drugih ispitivanih virusa. Cak 42,7%
pacijenata imalo je reaktivaciju dva ili viSe virusa tokom trajanja sepse. Pacijenti sa
reaktivacijom CMV i EBV imali su povecan rizik od razvoja gljivi¢nih infekcija, a oni sa
reaktivacijom HSV povecéan rizik od razvoja oportunisti¢kih bakterijskih infekcija vrstama iz

roda Acinetobacter, Stenotrophomonas i Enterococcus. %2

1.3.3 Celularni odgovor u sepsi

Brojne studije koje su ispitivale mehanizme nastanka imunosupresije u sepsi ukazale su na

postojanje razlicitih poremecaja funkcije 1 broja ¢elija i urodene 1 ste¢ne imunosti.

Poremecaj funkcije makrofaga dobro je poznata pojava u sepsi. Smanjena monocitna
proizvodnja proinflamatornih citokina TNFa, IL-1 i IL-6 na stimulaciju endotoksinom
poznata je kao endotoksinska tolerancija. %% Mere¢i endotoksinom indukovanu monocitnu
sekreciju citokina kod pacijenata sa sepsom, Weighardt i saradnici pronasli su da je
postoperativna sepsa udruzena sa smanjenom monocitnom proizvodnjom IL-12 p40, IL-1f i
IL-10 i kod prezivelih i kod umrlih. Oporavak sekrecije proinflamatornih 1L-12 p40 i IL-1p,
ali ne i antiinflamatornog IL-10, korelirao je sa prezivljavanjem. Autori su zakljucili da je

imunosupresija pre primarni nego kompenzatorni odgovor u sepsi. *%

Osim smanjene proizvodnje proinflamatornih citokina, monociti septi¢nih pacijenta pokazuju
i smanjenu ekspresiju HLA-DR, % to pacijente predisponira za nastanak sekundarnih

nozokomijalnih infekcija. %

Monneret 1 saradnici pronasli su da monociti pacijenata sa
septicnim Sokom 1imaju smanjenu ekspresiju HLA-DR (monocitna anergija), da
antiinflamatorni odgovor dominira nakon septi¢nog Soka i da nize vrednosti koreliraju sa
smrtnim ishodom. *°*%® |ongitudinalna studija je pokazala da je do smanjene HLA-DR
ekspresije na monocitima doSlo istovremeno sa znacima hiperinflamacije kod septi¢nih
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pacijenata, te da je kod prezivelih, za razliku od umrlih, doslo do opravka ekspresije HLA-
DR. '® Do oporavka ekspresije HLA-DR na monocitima doslo je i primenom IFNy % j
primenom GM-CSF ! &ime je ponovo uspostavljena njihova imunokompetencija. Smanjena
ekspresija HLA-DR na monocitima danas se koristi kao marker imunoparalize u sepsi. *
Monociti septi¢nih pacijenata pokazuju i smanjenu ekspresiju kostimulatornog liganda CD86,
povecanu ekspresiju inhibitornog receptora CTLA-4, 1z povecanu ekspresiju PD-L1. 13
Studija Guignantove i saradnika pokazala je da su pacijenti sa septi¢nim Sokom imali vecu
ekspresiju PD-L1 i PD-1 na monocitima i CD4" T-limfocitima, respektivno, §to je koreliralo
sa povecanjem koncentracije IL-10 u cirkulaciji, smanjenom proliferacijom limfocita,
poveéanjem sekundarnih nozokomijalnih infekcija i mortalitetom nakon septi¢nog Soka. ***

U sepsi su poremeceni 1 broj 1 funkcija dendritskih ¢elija. Pored smanjenog broja cirkuliSu¢ih
DC, >M8 y sepsi dolazi i do smanjene ekspresije HLA-DR i na konvencionalnim DC (ranije
nazvanih mijeloidnim, cDC) i na plazmacitoidnim DC (pDC). ****8 Prj stimulaciji, cDC su
proizvodile manje TNFa i IL-6, a pDC manje IFNa. **° Porast broja ¢DC zapaZen je kod
prezivelih pacijenata, mada su vrednosti bile i dalje znac¢ajno nize nego kod zdrave kontrole,
dok su kod umrlih vrednosti pDC bile znacajno povecane. Ista studija je pronasla i smanjenu
ekspresiju kostimulatornog molekula CD86, povecanu ekspresiju hemokinskog receptora
CXCR4 i poveéanu apoptozu DC. " Niske vrednosti cirkuligu¢ih DC bile su udruene sa

. s « 115,11
razvojem septinog Soka, >

sepsom. **® Takode, u sepsi dolazi 1 do apoptotskog gubitka dendritskih ¢elija slezine.

I pojavom nozokomijalnih infekcija kod pacijenata sa
119-121

Poznato je da u sepsi dolazi do skretanja CD4" T-¢elijskog odgovora u pravcu

antiinflamatornog Th2 imunskog odgovora. 122124

Ferguson i saradnici su pronasli da je kod
pacijenata sa sepsom Th1/Th2 odnos bio znacajno nizi u odnosu na kontrolne pacijente,
odnosno da dominira Th2 imunski odgovor koji moze dovesti do imunosupresije. 125 7a Thi
diferencijaciju potrebna je stimulacija pomoc¢u IL-12 i IFNy, a u sepsi je nadeno da antigen
prezentujuce éelije imaju smanjenu proizvodnju IL-12. *® Visi nivoi IL-12 korelirali su sa
prezivljavanjem, 126127 ka0 i veéi odnos Th1/CD4" i veéi broj Th1 limfocita u cirkulaciji. 124

Heidecke i saradnici ispitivali su funkciju T-¢elija kod pacijenata sa postoperativnom sepsom
i pronasli su da je osSteCenje funkcije (izraZzeno kroz smanjeno lucenje IL-2 i TNF) i
proliferacije T-¢elija kod umrlih bilo prisutno od pocetka sepse, dok je sekrecija IL-4 i IL-10

bila neizmenjena. Njihov zakljucak je bio da imunosupresija u sepsi moze biti primarni
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odgovor, bez prethodne hiperinflamatorne faze. **® Ovaj nalaz ukazuje na anergiju T-¢elija -
stanje funkcionalne hiporeaktivnosti naivnih ili efektorskih celija koje se javlja usled
nedovoljne kostimulacije ili usled prisustva snaznih inhibitornih signala. Anergi¢ne T-Celije
su zaustavljene u c¢elijskom ciklusu, ne proliferi$u, dugozivuce su i karakteriSu se malom

proizvodnjom IL-2, 129130

Sepsa se karakteriSe 1 znacajnom apoptozom Celija steCene i urodene imunosti. Hotchkiss i
saradnici su objavili da je kod pacijenata sa sepsom apoptoza uzrok deplecije limofocita u

131 2 narocito B-limfocita i CD4" T-limfocita u slezini,

slezini i limfnom tkivu creva (GALT),
$to je bilo udruZeno sa limfopenijom. **° Kod pacijenata sa duZim trajanjem sepse gubitak B-
limfocita i CD4" T-limfocita bio je izrazeniji. Ista grupa je takode pokazala da u slezinama
septi¢nih pacijenata dolazi i do izrazitog gubitka folikulskih dendritskih ¢elija (FDC), kao i
do smanjenog broja interdigitalnih dendritskih ¢elija (IDC). Gubitak FDC 1 IDC bi takode
mogao objasniti gubitak B-limfocita i CD4" T-limocita koji se vida u sepsi, respektivno,

mada je mogude i obrnuto, da gubitak limfocita dovodi do gubitka dendritskih éelija. 2°

Sto se ti¢e apoptoze cirkuliguéih limfocita, nadeno je da je apoptoza poveéana kod septi¢nih u
odnosu na nesepti¢ne pacijente i zdravu kontrolu, a pogodeni su bili i CD4" i CD8" T-

limfociti, 313213 kao i NK ¢celije. ** Apoptoza T-celija korelirala je sa aktivnoséu bolesti.
132,133

Osim $to doprinosi imunosupresiji redukcijom broja imunokompententnih ¢elija, apoptoza
sama po sebi ima imunosupresivno dejstvo. Voll i saradnici stimulisali su mononuklearne
¢elije periferne krvi i monocite lipopolisaharidom u prisustvu apoptotskih ¢elija. Zabelezena
je smanjena sekrecija TNFa, IL-18 i IL-12, a povecana sekrecija antiinflamatornog IL-10.
Takode, injekcija apoptotskih ¢elija dovela je do slabljenja reakcija kasne preosetljivosti kod

1

miSeva. ** Drugi eksperiment je pokazao da makrofagi koji fagocituju nekroti¢ne celije

ushodno regulisu kostimulatorni molekul CD40, dok oni koji su fagocitovali apoptotske celije
lu¢e TGF-B1 (antiinflamatorni citokin). 13

Vazna post mortem studija Boomer-a i saradnika ispitivala je promene u urodenoj i ste¢enoj
imunosti umrlih od teske sepse. Istrazivaci su pronasli da su splenociti umrlih od sepse
proizvodili zna¢ajno manje i proinflamatornih i antiinflamatornih citokina (TNFa, IFNy, IL-

6, IL-10) nakon stimulacije lipopolisaharidom i drugim agensima. Sekrecija citokina iznosila
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je 10% od sekrecije u kontrolnim splenocitima. U slezinama septi¢nih pacijenata doslo je do
deplecije CD4", CD8" i HLA-DR ¢elija. T-limfociti slezine imali su poveéanu ekspresiju
aktivacionog markera CD69 na CD4" i CD8" T-limfocitima, i IL-2Ra (CD25) na CD4" T-
limfocitima. Ekspresija kostimulatornog receptora CD28 na T-limfocitima bila je smanjena,
dok je ekspresija liganda za CD28, kostimulatornog CD86, bila smanjena na makrofagima i
drugim antigen prezentuju¢im celijama. Inhibitorni receptor CTLA-4, koji se vezuje za iste
ligande kao i CD28, pojacano je eksprimiran na CD8" T-limfocitima. Ekspresija PD-1,
inhibitornog receptora koji zaustavlja proliferaciju T ¢elija, proizvodnju citokina i citoliti¢ku
funkciju i indukuje apoptozu, **® bila je znatajno poveéana na CD4" T-limfocitima, a
inhibitornog liganda PD-L1 na makrofagima i drugim antigen-prezentuju¢im celijama, $to je
uz znacajno smanjenu ekspresiju HLA-DR ukazivalo na imunosupresivni fenotip. U slezini
septi¢nih pacijenata nadeno je dvostruko viSe Try Celija nego u slezinama kontrolnih
pacijenata, dok je u septicnom tkivu plu¢a pronadeno znacajno viSe supresorskih celija
mijeloidnog porekla (MDSC) u odnosu na kontrolu. Takode, bila je redukovana i ekspresija

IL-7Ra na CD4" i CD8" T-limfocitima slezine, §to ukazuje na iscrpljenost T-éelija. 2

Studija Boomer-a i saradnika identifikovala je brojne funkcionalne poremecaje stecene, ali i
urodene imunosti, 1 to u kontekstu apoptotske deplecije imunskih ¢elija, $to jasno ukazuje na
imunosupresiju. Na osnovu nalaza moZe se zakljuciti da je iscrpljenost T-¢elija jedan od
mehanizama imunosupresije u sepsi. Iscrpljenost T-celija karakteriSe se progresivnim
gubitkom funkcije efektorskih CD4" i CD8" T-limfocita u uslovima hroni¢ne aktivacije zbog
stalnog prisustva antigena ili inflamacije, npr. u hroni¢nim virusnim infekcijama ili malignim
bolestima. %1% Medu prvim funkcijama koje se gube je sposobnost sekrecije IL-2 i
TNFa, a kasnije 1 IFNy. Ove celije na povrSini eksprimiraju brojne inhibitorne receptore,
izmedu ostalih i PD-1 i CTLA-4, *"'*® dok je ekspresija IL-7Ra (CD127) i IL-2RB (CD122,

deo receptora za IL-15) niska, te ove Celije ne reaguju adekvatno na IL-7 i IL-15. 157,138
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1.3.4 Supresorske éelije u sepsi
1.3.4.1 Regulatorne T-¢elije

Regulatorne T-Celije (Treg) Cine subpopulaciju T-¢elija koja ima ulogu u sprecavanju ili
ograniCavanju imunskog odgovora prema sopstvenim 1 stranim antigenima, reguliSuci
funkciju CD4" i CD8" T-limfocita, B-limfocita i ¢elija mijeloidne loze. *****' Prema novoj
nomenklaturi #? Treg S€ dele na timusne Ty (ranije nazvane ’prirodne’ ili ’urodene’) i
periferne Treq (ranije nazvane *ste€ene’ ili *inducibilne’). Treq Se uobicajeno opisuju kao CD4"

3, 13 Medutim, iako se

T-¢elije koje eksprimiraju CD25 (IL-2Ra) i transkripcioni faktor Foxp
smatra da je Foxp3 kljuéni regulator razvoja i funkcije Treq, ** Opisane su razli¢ite populacije
Treg 0d kojih neke ne eksprimiraju Foxp3, npr. Trl, periferne Ty koje ne eksprimiraju ni
CD25 ni Foxp3, ali proizvode IL-10 i TGF-p. ™ Periferne T.q mogu nastati
diferencijacijom naivnih konvencionalnih CD4*CD25 Foxp3™ T-limfocita u prisustvu stranih
antigena i pod uticajem citokina, npr. TGF-p. 14814
Ispitivano je da li ove celije imaju ulogu u nastanku imunoparalize u sepsi. Monneret i
saradnici prvi su objavili da je kod pacijenata sa septiénim Sokom povecan broj cirkulisuc¢ih
CD47CD25" supresorskih T-éelija, a povisene vrednosti ovih éelija perzistirale su samo kod
umrlih. **° Drugi eksperimenti su pokazali da je veéi procenat Treg Celija u septicnom Soku
posledica smanjenog broja ukupnih efektorskih CD4", pa i CD4'CD25CD127" T-¢elija, §to
ukazuje na to da bi CD4"CD25'CD127 Ty mogle biti rezistentnije na apoptozu, ali i da bi
mogle imati ulogu u nastanku limfocitne anergije u sepsi. 143>
Regulatorne T-¢elije imaju uticaj i na monocite/makrofage. One mogu da indukuju
alternativnu aktivaciju monocita/makrofaga, sa smanjenom ekspresijom HLA-DR i CD86, i
mogu da inhibiraju proinflamatorni odgovor monocita/makrofaga na LPS, sa smanjenom
proizvodnjom proinflamatornih citokina i pove¢anom proizvodnjom antiinflamatornih IL-
1Ra i IL-10. U ovoj supresiji vaznu ulogu imaju IL-10, IL-4 i IL-13 koje proizvode
CD4*CD25'CD127“Foxp3* regulatorne T-¢elije. *** Leng i saradnici su pokazali da je kod
pacijenta sa septi¢nim $okom poveéana proporcija CD4"CD25"Foxp3" Treq Celija, a bili su
poviSeni i nivoi IFNy, IL-4 i odnos IFNy/IL-4. Nalaz je ukazao na to da su i pro- i
antiinflamatorni odgovori aktivni u ranim fazama septi¢nog Soka. *** Novija studija je
pokazala da Ty mogu da, posredstvom TGF-B, pojacaju inhibitorne funkcije MDSC i da, u
prisustvu GM-CSF i IL-4, moduliraju njihovu diferencijaciju. *>*
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1.3.4.2 Supresorske ¢elije mijeloidnog porekla (MDSC)

MDSC su heterogena populacija ¢elija mijeloidnog porekla u razli¢itim stadijumima
diferencijacije koja ukljuuje mijeloidne progenitore i nezrele mijeloidne Celije (makrofage,
granulocite i dendritske ¢elije). *>**® Ove éelije su snazni supresori imunskih odgovora, a
javljaju se u razliitim patoloSkim stanjima sa akutnom i hroni¢nom inflamacijom,
ukljucujuci sepsu. lako heterogene, imaju nekoliko zajednic¢kih osobina: one ne eksprimiraju
ili slabo eksprimiraju markere zrelih mijeloidnih ¢elija, ne diferentuju se u prisustvu faktora
koje proizvode tumori, proizvode velike koli¢ine reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), pokazuju

aktivnost arginaze 1 i dr. **°

Pojava imunosupresivnih ¢elija u kostnoj srzi, sekundarnim limfnim organima i tumorskim

tkivima uo&ena je jo§ osamdesetih i devedesetih godina XX veka kod migeva " i ljudi sa

160 161,162

tumorima, ili ‘null’

157,163

a ove Celije su nazvane ’prirodnim supresorskim ¢elijama’,
¢elijama s obzirom na to da nisu eksprimirale markere ni T-, ni B-, ni NK ¢elija, a ni

164

makrofaga. " Tokom dvehiljaditih je potvrdeno da se ove celije javljaju u raznim tipovima

tumora, ali i u akutnim i hroni¢nim infekcijama, sepsi, infestaciji parazitima, traumi,

opekotinama, autoimunskim bolestima, i dr. *>*%

Medutim, ova heterogena populacija je i
dalje bila razli¢ito imenovana u literaturi kao ’nezrele mijeloidne celije’, ’supresorski
makrofagi’, ’supresorske mijeloidne Celije’, pa je grupa eksperata, da bi se izbegla dalja
konfuzija, predlozila naziv ’supresorske celije mijeloidnog porekla’ §to je konsenzusom 1

usvojeno. 1°>168

Podvrste i fenotip MDSC

Mnoge informacije o MDSC dobijene su iz eksperimenata na mis§jim modelima bolesti. Misje
MDSC imaju nekoliko zajednickih osobina: one koeksprimiraju antigene diferencijacije
mijeloidne loze Gr-1 i CD11b, ***! ne eksprimiraju ili slabo eksprimiraju druge markere
zrelih mijeloidnih ¢elija (npr. CD11c, MHC molekule II klase) iako su im morfoloski sli¢ne,
imaju pojacanu ekspresiju enzima arginaze i inducibilne sintaze azot monoksida (iNOS),
povecanu proizvodnju ROS 71§ reaktivnih vrsta azota (RNS) i moéno suprimiraju antigen-
specifiéne CD4" i CD8" T-¢elijske odgovore. *°°*"2% Antigen Gr-1 ima dva epitopa, Ly6G i
Ly6C, koja se mogu detektovati pomoc¢u specificnih antitela. Upotreba anti-Ly6G i anti-
Ly6C antitela dovela je do identifikacije dve podvrste MDSC: monocitne MDSC sa
fenotipom CD11b*Ly6G Ly6C™" (M-MDSC) i polimorfonuklearne ili granulocitne MDSC
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sa fenotipom CD11b*Ly6G'Ly6C"" (PMN-MDSC) (Tabela 5). Obe podvrste MDSC
174,175

suprimiraju funkciju CD8" T-limfocita, ali su mehanizmi supresije razliciti.
Kod ljudi je identifikacija MDSC znacajno otezana zbog nepostojanja dobrog markera kakav
je Gr-1 antigen. *"® Prema preporukama iz 2016, kod ljudi se razlikuju tri glavne populacije
MDSC: polimorfonuklearne PMN-MDSC, monocitne M-MDSC i eMDSC. *® Fenotipski,
PMN-MDSC se definisu kao CDI11b"CD14°CD15"(ili CD66b"), a M-MDSC kao
CD11b*CD14"CD15 HLA-DR™™" ¢elije. Rane MDSC (eMDSC) sa fenotipom Lin (ukljucuje
CD3, CD14, CD15, CD19, CD56)/HLA-DR/CD33" sadrze nezrelije progenitorske éelije. 17
Fenotipske karakteristike misjih i ljudskih MDSC prikazane su u Tabeli 5.

Medutim, trenutno ne postoji nijedan marker koji bi bio karakteristi¢an iskljuc¢ivo za MDSC.
Nedavno su Condamine i saradnici predlozili novi marker za PMN-MDSC, oksidisani LDL
receptor lektinskog tipa-1 (LOX-1) koji je bio ushodno regulisan na polimorfonuklearima iz
tumorskog tkiva koji su imali moénu imunosupresivnu aktivnost i druge karakteristike PMN-

MDSC, a nije se mogao detektovati na polimorfonuklearima u perifernoj krvi zdravih donora.
177

| Misiempse Ljuske MDSC

CD11b*CD14'CD15"
PMN-MDSC CD11b*Ly6G*Ly6C'™" ili
CD11b*CD14'CD66b"

M-MDSC CD11b*Ly6G Ly6C"" CD11b*'CD14'CD15HLA-DR""
eMDSC Nisu jasno definisane Lin"(CD3/14/15/19/56)/HLA-DR/CD33"

Tabela 5. Fenotipske karakteristike misjih i ljudskih MDSC. Minimum dijagnostic¢kih
kriterijuma za fenotipsku identifikaciju polimorfonuklearnih, monocitnih i ranih MDSC
(PMN-MDSC, M-MDSC, eMDSC, respektivno). Prema Bronte et al. *°
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Ekspanzija i aktivacija MDSC

Kod zdravih osoba PMN-MDSC ne mogu se nac¢i u krvi, dok su M-MDSC prisutne u veoma
malom broju medu mononuklearnim c¢elijama periferne krvi. 18 Vrednosti ovih ¢elija se

povecavaju u raznim patoloskim stanjima, ukljucujuéi i infekcije.

Kada receptori za prepoznavanje obrazaca (TLR i dr.) na endotelnim i ¢elijama urodene
imunosti prepoznaju PAMP i DAMP dolazi do oslobadanja citokina, hemokina i drugih
medijatora zapaljenja, $to stimuliSe mobilizaciju i migraciju neutrofila i monocita iz krvi i
kostne srzi u praveu inficiranog ili o§teéenog tkiva prate¢i hemotakticki gradijent. 179182
Ubrzana migracija neutrofila iz kostne srzi dovodi do reaktivne neutrofilije, sa pojavom

183184 1 v o . .y ..
PraZnjenje niSa kostne srzi u

nezrelijih oblika ¢elija u krvi, poput Stapicastih neutrofila.
odgovoru na inflamaciju i oslobadanje lokalnih medijatora aktivira hematopoezu na takav
nacin da dolazi do ekspanzije mijeloidne loze na ra¢un limfopoeze. **3%>% Qvaj odgovor na
inflamaciju sa brzim nastankom efektorskih mijeloidnih c¢elija naziva se urgentnom
mijelopoezom-granulopoezom. *"**¥" Studije su pokazale da u ovom procesu dolazi do
smanjenja nivoa hemokina CXCL12, koji pruza retencione signale za neutrofile i limfocite
kostne srzi, S tim da nezreli neutrofili reaguju na znatno nize koncentracije CXCL12. Sa
smanjenjem koncentracije CXCL12 pod uticajem inflamacije limfocti se mobiliSu, a
posledi¢no dolazi do ekspanzije mijeloidne loze. %% Blokada CXCR4/CXCL12
signalizacije u eksperimentalnoj polimikrobnoj infekciji pokazala je da CXCL12 ne uti¢e na
hematopoetske stem celije, zajedni¢ke mijeloidne progenitore, ni granulocitno-monocitne

progenitore, ukazujuci na to da CXCL12 ne reguliSe razvoj neutrofilnih progenitora u akutnoj

polimikrobnoj sepsi. "

U fizioloSkim uslovima iz hematopoetskih mati¢nih ¢elija diferencijacijom preko zajednickih
mijeloidnih progenitora i granulocitno-monocitnih progenitora nastaju nezrele mijeloidne
¢elije koje se diferenciraju u zrele granulocite, makrofage i dendritske celije. 156 Smatra se da
u raznim patoloskim uslovima koji dovode do urgentne mijelopoeze, pa i u sepsi, usled
perzistentne stimulacije relativno slabijim signalima dolazi do delimi¢nog bloka u
diferencijaciji nezrelih mijeloidnih ¢elija 1 njihove patoloske aktivacije kada sticu sposobnost
supresije steCene imunosti. Ovakve celije, koje danas nazivamo supresorskim celijama
mijeloidnog porekla, slabi su fagociti, ispoljavaju povecanu aktivnost arginaze 1, iNOS i

NOX2, i proizvode antiinflamatorne citokine, poput IL-10 i TGF-p. 126173188
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U pokusaju da se objasni nastanak i aktivacija MDSC u razli¢itim patoloskim stanjima,
predlozena su dva modela. Prema modelu jednog signala, isti faktori iniciraju i ekspanziju
nezrelih mijeloidnih ¢elija i njihovu aktivaciju u pravcu imunosupresivnih MDSC. Prema
modelu dva signala (Slika 2), ekspanzija i aktivacija MDSC dva su procesa kojima upravljaju
razliciti signali, pri ¢emu je prva grupa signala odgovorna za ekspanziju nezrelih mijeloidnih
¢elija, a druga za aktivaciju ovih celija i nastanak MDSC, mada je moguce njihovo
preklapanje. '*° U prilog modela sa dva signala govori nedavna studija koja je pokazala da je
za indukovanje imunosupresivne funkcije neophodno, ali ne i dovoljno, izlaganje ¢elija
faktoru stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF). Drugi signal za ekspresiju
iNOS i nastanak M-MDSC obezbedila je stimulacija interferonom-y i lipopolisaharidom. **

U uslovima homeostaze 1 u inflamaciji na proliferaciju stem 1 progenitorskih celija
zajedni¢kim dejstvom uticu razli€iti citokini 1 faktori rasta, poput GM-CSF, G-CSF, M-CSF,
SCF, IL-3, IL-6, citokina FLT3L, VEGF, IL-17, i dr. %% Signale za aktivaciju MDSC
obezbeduju razliciti citokini, PAMP i DAMP, poput IFNy, IL-1pB, IL-6, IL-13, IL-4, TGF-B,
TNFa, prostaglandina E2, liganada za TLR i dr. U in vitro i in vivo uslovima kombinacijom
viSe faktora dolazi do ekspanzije 1 aktivacije MDSC, uz sprecavanje njihove diferencijacije u

154,190,193,196-200 Takode, hemotakticki alarmini

zrele granulocite, makrofage i DC.
S100A8/A9, osim proinflamatorne, imaju 1 antiinflamatornu ulogu tako Sto blokiraju
diferencijaciju makrofaga i DC povecéavajuci proizvodnju ROS, §to dovodi do ekspanzije i
akumulacije MDSC. *®* Osim toga, Dai i saradnici su pokazali da u kasnoj sepsi dolazi do
translokacije nefosforilisanog S100A9 iz citosola u nukleus gde pospesSuje ekspresiju miR-21
i miR-181b, imunosupresivnih nekodiraju¢ih RNK. ?*> Smatra se da bi S100A8/A9
heterodimeri i/ili sam S100A9 mogli ucestvovati i u aktivaciji MDSC vezujuéi se za
karboksilisane N-glikane receptora na povrsini ¢elije ¢ime se aktivira signalni put NF-«B,

kao i pomenutom regulacijom proizvodnje ROS, 1%6:201:203

Navedeni faktori ispoljavaju dejstvo preko razli¢itih signalnih puteva koji dovode do

promena u transkripciji gena. %

Za ekspanziju MDSC vazan je signalni put Jak/STAT, a
posebno aktivacija STAT3, ¢iji su ligandi, izmedu ostalih, 1 IL-6, IL-10, G-CSF i GM-CSF,
188204205 j STATS, kojeg aktiviraju IL-3, GM-CSF i dr. Aktivacija STAT3 pospesuje
proliferaciju mijeloidnih ¢elija, reguliSe diferencijaciju 1 sprecava apoptozu ushodnom

regulacijom antiapoptotskih gena. STAT3 takode dovodi do povecane ekspresije
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transkripcionog faktora C/EBPB i S100A8/A9, Sto pospeSuje ekspanziju MDSC. 189,206
Drugi signalni putevi i transkripcioni faktori za koje se smatra da imaju ulogu u ekspanziji
MDSC su transkripcioni faktor NFI-A koji sprecava diferencijaciju monocita i granulocita,
signalni put PI3K/AKT/mTOR, MAPK signalni put i dr, 188 1%0:207-210

FAKTORI RASTA,
CITOKINI

Ekspanzija NEZRELE Aktivacija
"EM“.T‘?P;’E"KE ——>  MUELOIDNE —> MDSC
CELUE

PROINFLAMATORNI
MOLEKULI

Slika 2. Ekspanzija i aktivacija MDSC prema modelu dva signala.

Na aktivaciju MDSC uti¢u STATI (posreduje u odgovoru na IFNy, IFN tip 1 i IL-6; dovodi
do ushodne regulacije arginaze 1 i iINOS), STAT3 (ushodna regulacija NOX2 i proizvodnja
ROS), STAT6 (vezivanjem IL-4 i IL-13 za IL-4Ra dolazi do povecéane ekspresije arginaze 1 i
poveéane proizvodnje TGF-B), NF-kB i dr. *°*8 Transkripcioni faktor NF-kB mogu
aktivirati brojni stimulusi, izmedu ostalih i IL-1B, TNFa 1 ligandi za TLR (npr. LPS,

heterodimer S100A8/A9), a svi ovi faktori poveéavaju supresivnu aktivnost MDSC. #&%

Mehanizmi dejstva MDSC

MDSC mogu da blokiraju antigen-specifi¢nu i nespecifi¢nu aktivaciju T-Celija na razliite
nacine, delujuéi i na CD4" i na CD8" T-limfocite (Slika 3). *°#'2%'* MDSC ispoljavaju ovo
dejstvo u direktnom celijskom kontaktu, Sto ukazuje na to da deluju preko receptora i1/ili

v .. 156,205,214
kratkozivu¢ih medijatora, 26,205,

pri ¢emu moze, a ne mora, da postoji MHC restrikcija.
169170212 73 supresivnu aktivnost MDSC naroéito su vazne aktivnosti arginaze 1, iNOS i

proizvodnja ROS.
34



pp dr Ivo Udovici¢ doktorska disertacija

Arginazu 1 podjednako eksprimiraju i PMN-MDSC i M-MDSC, ali se ove podvrste MDSC
razlikuju po proizvodnji ROS i RNS: PMN-MDSC proizvode velike koli¢ine ROS
aktivnos¢u NADPH oksidaze 2 (NOX 2), a male koli¢ine RNS, dok M-MDSC aktivnoséu

INOS proizvode velike koli¢ine RNS, poput azot-monoksida (NO), a male koli¢ine ROS.
174,175

Supstrat za arginazu 1 i iINOS je L-arginin, > uslovno esencijalna amino-kiselina, neophodna
za funkciju T-limfocita. Dejstvom arginaze 1 na L-arginin nastaje L-ornitin, prekursor
poliamina neophodnih za proliferaciju ¢elije, a dejstvom iNOS na L-arginin nastaje NO, sa
razli¢itim biologkim aktivnostima. “>?!” Oba enzima smanjuju koncentraciju L-arginina u
lokalnom miljeu Sto, uz proizvodnju ROS i RNS, putem razli¢itih mehanizama dovodi do
supresije proliferacije i antigen-specifiénih odgovora T-¢elija. Zbog deplecije arginina
smanjene su proliferacija T-celija, proizvodnja citokina i ekspresija CD3( lanca kompleksa
T-¢elijskog receptora (TCR). CD3( je vazan za prenoSenje signala koji nastaju kad TCR
prepozna antigen, pa usled njegove smanjene ekspresije izostaje aktivacija T-limfocita, tj.
dolazi do anergije T-éelija. 2184

Reaktivne vrste kiseonika takode izazivaju antigen-specifi¢nu inhibiciju T-¢elija u direktnom
meducelijskom kontaktu. Ulogu u imunosupresiji do koje dovode ROS imaju 1 adhezivni
molekuli, integrini poput CDI11b, tako $to doprinose povecanoj proizvodnji ROS nakon
kontakta MDSC sa T-limfocitima. U studiji je pokazano da je proizvodnja ROS zavisila od
aktivnosti arginaze, a da je primena inhibitora ROS potpuno zaustavila antigen-specifi¢ne
inhibitorne efekte MDSC. ™ Studije na drugim modelima pokazale su da proizvodnja ROS
moze, a ne mora, da zavisi od aktivnosti arginaze. 214 Pojedini citokini 1 faktori rasta stimuliSu

proizvodnju ROS, npr. IL-1B, TNFa, IL-6, IL-3, TGF-B, GM-CSF i dr. %2

Meducelijski kontakt je nepohodan 1 za supresiju T-Celija pri koekspresiji arginaze 1 1 iNOS.
U uslovima smanjene koli¢ine L-arginina, iNOS, osim $to proizvodi NO, proizvodi i
superoksid koji reaguje sa NO i nastaje peroksinitrit, snazan oksidans. 22! studija Nagaraja i
saradnika ispitivala je mehanizam nastanka anergije T-limfocita pod uticajem MDSC.
Pokazano je da u nastanku antigen-specifiéne tolerancije CD8" T-¢elija uéestvuju ROS i
peroksinitrit koji modifikuju molekule TCR i CD8 tako da T ¢elije ne mogu da prepoznaju
antigen. Za inhibiciju je vazno prisustvo MHC molekula I klase. U eksperimentu, MDSC nisu
uticale na ekspresiju TCR 1 CDS8, ve¢ je pod dejstvom peroksinitrita doslo do nitracije amino-
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kiseline tirozina u TCR i CD8, a nastali nitrotirozin se mogao detektovati prvo na mestima
interakcije MDSC i T-¢elija, a kasnije i difuzno. U odsustvu ROS ili peroksinitrita ovi
tolerogeni efekti MDSC potpuno su izostali. Pokazano je i da NO nije odgovoran za antigen-
specifi¢nu toleranciju CD8" T-limfocita. Takode, peroksinitrit dovodi do nitracije i drugih
amino-kiselina (cisteina, metionina, triptofana), ali se nitrotirozin koristi kao biomarker
oksidativnog oStecenja. 222
MDSC mogu da indukuju nastanak i proliferaciju Trq na razlicite na¢ine. Na primer, Huang i
saradnici su pokazali da MDSC mogu da indukuju razvoj Foxp3® Ty kod miSeva sa
tumorima, $to je zahtevalo aktivaciju tumor specifi¢nih T-¢elija i prisustvo IFNy i1 IL-10, a
nije zavisilo od iNOS i NO. Takode, MDSC su sekretovale IL-10 i TGF-B pri stimulaciji
interferonom-y kojeg oslobadaju aktivirane T-¢elije. ?° S druge strane, Serafini i saradnici su
pokazali da su MDSC znaajno stimulisale proliferaciju Foxp3® Ty iz veé postojece
populacije Trg, @ da nisu indukovale konverziju naivnih/efektorskih T-¢elija; da su MDSC
delovale kao tolerogene antigen prezentujuce celije, da je za ovu stimulaciju neophodna
aktivnost arginaze 1, a da je proces nezavisan od TGF-f. 2%
Jo§ jedan mehanizam koji doprinosi imunosupresiji koju izazivaju MDSC je sekvestracija
cisteina. ?* T-limfociti ne mogu da proizvedu cistein i moraju ga preuzimati iz
ekstracelularne sredine. Najvecu potrebu za cisteinom T-limfociti imaju kad su aktivirani
antigenom, §to dovodi do proliferacije i diferencijacije, i tada su izvor cisteina za T-limfocite
antigen prezentujuce Celije. *® Srivastava i saradnici su pokazali da za razliku od antigen
prezentujuc¢ih celija, MDSC ne mogu da isporuce cistein T-Celijama jer nemaju ASC
transporter amino-kiselina. Istovremeno, MDSC preuzimaju cistein iz ekstracelularne sredine
¢ime smanjuju njegovu dostupnost za antigen prezentujuce celije i dodatno liSavaju T-
limfocite ove za njih esencijalne amino-kiseline. Konac¢ni rezultat je inhibicija funkcije T-
éelija. 22°
Hanson i saradnici su predlozili mehanizam po kojem bi MDSC ometale limfocite u
selektivnoj migraciji do mesta inflamacije. " Naivni T-limfociti eksprimiraju adhezivni
molekul L-selektin (CD62L) koji ih, zajedno sa hemokinskim receptorom CCR7, usmerava
ka sekundarnim limfnim organima gde dolaze u kontakt sa antigenima i aktiviraju se, nakon
Gega prestaje ekspresija L-selektina. * L-selektin takode usmerava naivne limfocite ka mestu
inflamacije ili odte¢enja tkiva gde se mogu aktivirati. *® Studija je pokazala da MDSC, a ne
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aktivacija limfocita, dovode do smanjene ekspresije L-selektina na CD4" i CD8" T-
limfocitima, dejstvom proteolitickog enzima ADAMI17 kojeg MDSC konstitutivno

eksprimiraju. Na ovaj nacin se sprecava aktivacija T-limfocita i nastanak efektorskih celija.
227

MDSC mogu uticati na izmenu fenotipa i aktivnost makrofaga. Klasi¢ni put aktivacije
makrofaga pokreéu IFNy 1 ligandi (npr. bakterijski endotoksin) koji se vezuju za TLR.
Klasi¢no aktivirani makrofagi (M1) proizvode ROS i NO 1 ubijaju fagocitovane patogene,
luc¢e proinflamatorne medijatore, poput IL-1p, TNFa 1 IL-12, 1 pojacano eksprimiraju MHC
molekule II klase i kostimulatore. Za razliku od klasi¢ne, na alternativnu aktivaciju
makrofaga uti¢u IL-4 i IL-13 signalizacijom preko STAT6, a ovi M2 makrofagi imaju
smanjenu proizvodnju IL-12 i povecanu proizvodnju IL-10 i TGF-f. Njihov fenotip je
antiinflamatorni. * Sinha i saradnici su pokazali da MDSC dovode do smanjene makrofagne
proizvodnje IL-12, a da makrofagi uticu na MDSC tako da proizvode vise IL-10. Za ovaj
uticaj potreban je direktan meducelijski kontakt, i zavisan je od proizvodnje IL-10 od strane
MDSC. %%

Opisani su i drugi mehanizmi dejstva MDSC: smanjena intracelularna koli¢ina L-arginina
indukuje apotpozu T-limfocita, *° supresija NK ¢éelija posredstvom TGE-p ! ili ROS %,
ekspresija PD-L1 na MDSC koji, vezivanjem za PD-1 na T-limfocitima, indukuje anergiju i

136,233,234 dr

apoptozu T-¢elija I
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Nezrele mijeloidne celije

Fizioloski uslovi

Granulocit ~ Dendritska ¢elija

Sepsa @ 7
GM-CSF, G-CSF, M-CSF, SCF, IL-6, IL-3,
FLT3L, IL-17, PGE2, VEGF, S100AS8/A9,
IFNy, IL-1§, IL-13, IL-4, TGF-f, TNFuo, Makrofag
IL-10, TLR ligandi, IL-12 i dr.

Proliferacija MDSC

PMN-MDSC M-MDSC
A IL-10

NOX2
l l iNOS
ROS Oz ) L—arginin(.
Peroksmntnt IL-10

ﬁ CD3;

)

oo J‘@ @

Proliferacija
‘.Nw

Inhibicija Apoptoza Inhibicija Apoptoza

Slika 3. Nastanak i mehanizmi dejstva MDSC. U fizioloskim uslovima nezrele mijeloidne
¢elije diferentuju se u zrele mijeloidne celije. U sepsi dolazi do blokade diferencijacije
nezrelih mijeloidnih ¢elija pod uticajem razliCitih proinflamatornih i antiinflamatornih

citokina, faktora rasta i dr. i nastaju MDSC. Shematski su prikazani brojni mehanizmi dejstva
MDSC. Modifikovano i prilagodeno prema Mira et al. *
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1.4 Sepsa kao hroni¢na kriti¢na bolest

Zahvaljuju¢i poboljSanju u ranoj dijagnostici sepse 1 savremenim, pravovremenim i
adekvatnim terapijskim merama vecina pacijenata danas prezivi pocetnu hiperinflamatornu
fazu sepse. Jedan deo pacijenata ima nekomplikovan klini¢ki tok i potpuno se rehabilituje,

dok se drugi deo prezivelih nikad ne oporavi u potpunosti razvijaju¢i hroni¢nu kriti¢nu bolest.
4

Iako nema konsenzusa o definiciji hroni¢ne kriticne bolesti, 2% tipicni pacijent ima

komplikovan tok bolesti koji zahteva duze lecenje u JIL, neophodna mu je produzena

2
% yradena mu

mehanicka ventilacija (duza od 21 uzastopnog dana, najmanje 6 sati dnevno),
je traheotomija, ima mozdanu disfunkciju, neuromi$iénu slabost i1 neuroendokrine
poremecaje, sklon je infekcijama, gubi misi¢nu masu, dobija dekubituse i dr. 2>’ Studija u
SAD pronasla je da je medu pacijentima koji pate od hroni¢ne kriti€ne bolesti vise od 60%
primljeno u JIL sa dijagnozom sepse. %*® Dugoro¢na prognoza za ove pacijente je veoma
nepovoljna — jednogodis$nje prezivljavanje pacijenata sa hroni¢nom kriticnom boleséu je
izmedu 48% i 68% (Slika 4). 3235237239240 yreting prezivelih ima funkcionalne i kognitivne

deficite, a manje od 12% je funkcionalno nezavisno nakon godinu dana. 23623724

1.4.1 Sindrom perzistentne inflamacije, imunosupresije i katabolizma (PICS)

Pre nekoliko godina Gentileova 1 saradnici predlozili su novi sindrom perzistentne
inflamacije, imunosupresije 1 katabolizma (PICS) da opiSu pacijente koji su preZiveli
inicijalni septi¢ni insult, ali dugo borave u JIL (> 14 dana) sa umerenim organskim
disfunkcijama koje se mogu zbrinjavati, imaju perzistentnu inflamaciju niskog stepena,
progresivan katabolizam proteina 1 lo§ nutritivni status koji dovodi do kaheksije, loSeg
zarastanja rana i pojave dekubitusa, te imunosupresiju zbog cega su skloni sekundarnim,
nozokomijalnim infekcijama (Slika 5). “?** Autori smatraju da ovaj fenotip odgovara jednom
delu pacijenata sa hroni¢nom kriticnom boles¢u i predlazu kriterijume za dijagnozu PICS-a

prikazane u Tabeli 6.

39



pp dr Ivo Udovici¢ doktorska disertacija

A B.

Mortalitet
Mortalitet

v
]
~
k4

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3
Nedelje Nedelje Godine

Slika 4. Bimodalna i trimodalna distribucija mortaliteta od sepse. (A) Donedavno je
distribucija mortaliteta septi¢nih pacijenata bila bimodalna. Rana smrt je nastupala u prvih
nekoliko dana zbog neadekvatnog lec¢enja Sto je dovodilo do sréane i pluéne insuficijencije, a
kasna nakon nekoliko nedelja zbog multiple organske insuficijencije. (B) Danasnja
distribucija mortaliteta od sepse je trimodalna. Zahvaljujuéi savremenim merama lecenja
mnogo manje pacijenata umire u prvih nekoliko dana ili nedelja od pocetka sepse. Do treceg
porasta mortaliteta dolazi nekoliko meseci nakon sepse, a broj umrlih se naglo povecava u
naredne tri godine. lako su ta¢ni razlozi nejasni, pretpostavlja se da na porast dugorocnog
mortaliteta utiCu starije Zivotno doba 1 imunosenescencija, komorbiditeti, perzistentna
inflagacija, sekundarne infekcije i dr. Modifikovano i prilagodeno prema Delano MJ, Ward
PA.

Kao $to je prikazano na Slici 5, ovi pacijenti se po otpustu iz bolnice retko potpuno
rehabilituju i zahtevaju produZeno le¢enje i negu, umiruéi sporom smréu. Cesto imaju
novonastala funkcionalna ograni¢enja i kognitivna oStecenja pa im je neophodna pomo¢ u
svakodnevnom Zivotu. 23 Dugoro¢ni mortalitet ovih pacijenata je takode znafajno povecan,
ali se izve$taji o mortalitetu razlikuju u zavisnosti od pracene kohorte: jednogodiSnji

mortalitet je u rasponu od 11% do 42,5%, dok je mortalitet 2-5 godina nakon sepse u rasponu
od 29% do 45%. 24424

Prema predlozenoj patogenezi PICS-a vaznu ulogu u ovom sindromu imaju supresorske
¢elije mijeloidnog porekla (MDSC). Infekcija, odnosno molekulski obrasci patogena
(PAMP), pokrec¢u urgentnu mijelopoezu i pojavu MDSC u kostnoj srzi i sekundarnim
limfnim organima. Dugotrajna izloZenost dejstvu ovih celija dovodi do perzistentne
inflamacije 1 istovremene supresije urodene i, narocito, steCene imunosti, a pacijenti razvijaju

hroni¢nu kriti¢nu bolest sa fenotipom PICS-a. 4,242,247
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Slika 5. Model PICS-a. Na pocetku sepse istovremeno se pokre¢u proinflamatorni i
antiinflamatorni odgovor. Ranu fazu sepse karakteriSu genomska i citokinska oluja. Ako
prezive ranu hiperinflamatornu fazu i rano nastalu multiplu organsku insuficijenciju (MOF),
pacijenti se mogu brzo oporaviti ili razviti hroni¢nu kriticnu bolest 1 PICS. Modifikovano 1
prilagodeno prema Mira et al. * i Hawkins et al. 2*/

Medutim, perzistentna inflamacija postoji i u odsustvu izvora infekcije, odnosno u odsustvu
egzogenih PAMP. U ovom slucaju, pokretaci inflamacije su endogeni alarmini ili molekulski
obrasci oSte¢enja (DAMP) koji se oslobadaju iz nekroti¢nih ¢elija ili se sekretuju u odgovoru

na celularni stres. 4?4’

Smatra se da su primarni izvor alarmina oSte¢eni bubrezi 1 skeletni
eve e 247 . . e , . . . . e e .
misicl, ali mogu poticati 1 iz pluca, digestivnog trakta i drugih organa, ukljucujuci

dijafragmu, za koju je potvrdeno da ima izrazit gubitak miSiéne mase tokom produzene
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mehanicke ventilacije. 4248299 posledica trajnog endogenog oslobadanja alarmina je
perzistentna inflamacija koja dovodi do skretanja hematopoeze u pravcu mijelopoeze, sa
ekspanzijom imunosupresivnih 1 proinflamatornih MDSC, a na racun limfopoeze i
eritropoeze, ¢ime se delimi¢no objaSnjavaju limfopenija i anemija kod pacijenata sa PICS-
om. 2/ Pacijenti su podloZni nastanku sekundarnih nozokomijalnih infekcija 1 reaktivaciji
latentnih virusa ¢ime se ponovo pokrece zacarani krug inflamacije, imunosupresije i

katabolizma. 24’

Kriterijumi za PICS

Perzistencija Produzen boravak u JIL (> 14 dana)
Inflamacija C-reaktivni protein > 50 pg/dl

Imunosupresija Ukupni limfociti < 0,8 x 10%/1

Gubitak tezine > 10% tokom hospitalizacije ili Indeks telesne mase < 18

Katabolizam

Albumini u serumu < 30,0 g/l

Tabela 6. Kriterijumi za sindrom perzistentne inflamacije-imunosupresije i
katabolizma (PICS). Prilagodeno prema Mira et al. *

MDSC su detektovane kod pacijenata sa akutnom sepsom, 2%

pri ¢emu je visoka
ucestalost M-MDSC uocena i u Gram-pozitivnoj i u Gram-negativnoj sepsi, ali su PMN-

MDSC dominirale u Gram-pozitivnoj sepsi. >*

U opservacionoj studiji koja je ispitivala ulogu MDSC u razvoju hroni¢ne imunosupresije
nakon teske sepse/septi€nog Soka nadeno je da kod pacijenata sa teSkom sepsom ili septi¢nim
Sokom dolazi do akutnog porasta vrednosti MDSC, a da su znaajno poviSene vrednosti
perzistirale tokom svih 28 dana pracenja pacijenata. Ovo povecanje bilo je posledica porasta
procenta PMN-MDSC, dok je procenat M-MDSC bio znacajno snizen u poredenju sa
zdravom kontrolom. MDSC su suprimirale T-Celijsku proizvodnju i Th1 i Th2 citokina, imale
su smanjenu ekspresiju HLA-DR, poveéanu ekspresiju arginaze 1, kao i povecanu
proizvodnju NO i ROS, $to je u skladu sa istovremenom inflamatornom i imunosupresivnom

funkcijom MDSC. Poveéani procenti MDSC bili su udruzeni sa ranim mortalitetom, ali i sa
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produzenim boravkom u JIL, razvojem nozokomijalnih infekcija i loSim funkcionalnim

statusom na otpustu, Sto ukazuje na PICS. 252

Klinicka studija objavljena 2017. godine pruzila je dokaz za postojanje perzistentne
imunosupresije kod hroni¢no kriti¢no obolelih pacijenata koji su preziveli sepsu. Uporedivani
su biomarkeri imunosupresije (apsolutni broj limfocita, ekspresija HLA-DR, koncentracija
solubilnog PD-L1) i incidenca sekundarnih infekcija kod pacijenata koji su se brzo oporavili
nakon sepse i onih koji su razvili hroni¢nu kriticnu bolest. Vise od 70% pacijenta sa
hroni¢nom kriticnom boles¢u razvilo je sekundarnu bolni¢ku infekciju, u poredenju sa 6%
pacijenta koji su se brzo oporavili nakon sepse. Pacijenti koji su razvili hroni¢nu kriti¢énu
bolest imali su i znacajno veci tridesetodnevni i Sestomesecni mortalitet u odnosu na one koji
su se brzo oporavili, 11,4 prema 0 % i 25,7 prema 4,0%, respektivno. Obe grupe pacijenata
imale su znacajno nizi apsolutni broj limfocita, izrazito smanjenu ekspresiju HLA-DR i
povisene vrednosti solubilnog PD-L1 u poredenju sa zdravom kontrolom. U prva 24 sata
sepse nije bilo znacajne razlike u vrednostima ovih biomarkera izmedu onih koji ¢e se brzo
oporaviti i onih koji ¢e razviti hroni¢nu kriti¢nu bolest. Medutim, razlika izmedu dve grupe
septi€nih pacijenata bila je u brzini normalizacije apsolutnog broja limfocita, HLA-DR
ekspresije i vrednosti solubilnog PD-L1, gde su pacijenti sa hroni¢nom kriticnom boles¢u

. .. “ e . . v, . . v . . 254
imali izraZenije 1 prolongirano oStecenje 1 urodene 1 ste€ene imunosti. >

Mehanizmi imunosupresije u sepsi su brojni i jo$§ nepotpuno istraZeni. Danas je prihvac¢eno da
istovremeno sa sekrecijom proinflamatornih citokina dolazi i do aktivacije antiinflamatornog
odgovora koji moze dovesti do imunosupresije. U nekim slucajevima antiinflamatorni
odgovor dominira od samog pocetka ili postoji globalno smanjena sekrecija i
proinflamatornih i antiinflamatornih citokina. Osim poremecenog citokinskog odgovora sa
skretanjem od inflamatornog Thl ka antiinflamatornom Th2 odgovoru, kod
imunosuprimiranih septi¢nih pacijenata dolazi i do smanjene ekspresije HLA-DR na
monocitima/makrofagima i drugim antigen prezentujucim celijama, anergije 1 iscrpljenosti T-
¢elija, apoptoze efektorskih celija imunskog sistema 1 uticaja same apoptoze na
imunosupresiju, porasta broja Teq ¢elija i supresorskih ¢elija mijeloidnog porekla i dr. 8491121
Ukratko, danas se prepoznaje da sepsa nije samo inflamatorni fenomen, nego sindrom kod

kojeg je poremecena homeostaza, 2 au kojem, kako se ¢ini, znacajnu ulogu igraju MDSC.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1 Hipoteza

Vrednosti MDSC povisene su u perifernoj krvi pacijenata sa sepsom i koreliraju sa vrstom

bakterijskog prouzrokovaca, osnovnim oboljenjem koje je dovelo do sepse i ishodom.

2.2 Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti ucestalost i apsolutni broj MDSC u perifernoj krvi pacijenata sa sepsom

2. lIspitati povezanost ucestalosti i apsolutnog broja MDSC u perifernoj krvi septi¢nih
pacijenata sa vrstom bakterijskog prouzrokovaca (Gram-pozitivne bakterije, Gram-negativne

bakterije, polimikrobna infekcija), osnovnim oboljenjem koje je dovelo do sekundarne sepse

(pankreatitis, peritonitis, trauma), i ishodom (preziveo, umro).
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3. ISPITANICI | METODE

3.1 Pacijenti i zdrave kontrolne osobe

Ukupno 40 kriti€no obolelih septi¢nih pacijenata, primljenih u hirurSku jedinicu intenzivnog
leCenja (HJIL) ukljuéeno je u prospektivnu opservacionu studiju sprovedenu u
Vojnomedicinskoj akademiji (VMA). Studiju je odobrio Eticki komitet VMA u skladu sa
Helsinskom deklaracijom, a pacijenti ili njihovi najblizi srodnici potpisali su informisani
pristanak. Studija je sprovedena u skladu sa smernicama Dobre klinicke prakse u klinickom

ispitivanju (Sluzbeni glasnik RS, br. 28/2008).

Pacijenti sa sepsom su ukljuceni ako su ispunili aktuelne dijagnosticke kriterijume Sepse-3 za
sepsu (ranije teSka sepsa) i/ili septi¢ni Sok (akutna promena u ukupnom SOFA skoru > 2
poena, neophodni vazopresori za odrzavanje srednjeg arterijskog pritiska > 65 mmHg i nivo
laktata u serumu > 2 mmol/l uprkos adekvatnoj nadoknadi volumena). * Studija je trajala 2
godine i 1 mesec. Dijagnosticki kriterijumi obuhvataju bilo koju od sledecih varijabli za koje
se smatra da su posledica infekcije: sepsom indukovana hipotenzija, nivo laktata veéi od 2
mmol/l, diureza manja od 0,5 ml/kg/h duZze od dva sata uprkos adekvatnoj nadoknadi
volumena, akutno oSteéenje pluca sa PaO,/FiO, manjim od 250, kreatinin ve¢i od 2,0 mg/dl
(176,8 pmol/l), bilirubin veéi od 2,0 mg/dl (34,2 pmol/l), broj trombocita manji od
100.000/ul 1 koagulopatija (INR vecéi od 1,5).

Kriticno oboleli hirurski pacijenti sa teSkom traumom (ISS > 25, odreden pomocu AIS)
ukljuceni su u studiju nakon §to su ispunili kriterijjume za sekundarnu sepsu/septi¢ni Sok.
Povrede su najCeS¢e nastajale u saobracajnim nezgodama, a u nekoliko slucajeva bile su
posledice pada s visine. Politraumatizovani pacijenti pretezno su imali povrede lokomotornog

aparata, grudnog kosa i glave.

Ekskluzioni kriterijumi bili su: sekundarna sepsa i/ili septi¢ni Sok koji nije uzrokovan teskim
peritonitisom, pankreatitisom ili traumom, 1 maligne bolesti bilo kog porekla. Iskljuc¢eno je 25

od 65 pacijenata koji su prvobitno razmatrani za uklju¢ivanje u studiju.

SOFA skor, ° SAPS 11 ®" i APACHE 11 skor % ragunati su i zabeleZeni u prva 24 sata po
prijemu u HJIL (1. dan). SOFA skor belezen je dnevno tokom boravka u HJIL da bi se

procenila tezina organske disfunkcije u sekundarnoj sepsi.
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Antibiotska terapija, nadoknada cirkuliSsu¢eg volumena, vazoaktivna podrSka i kontrola
izvora izvedeni su u skladu sa smernicama. ** Kod svih pacijenata su primenjeni razligiti
modovi mehanicke ventilacije i hirurske procedure ako i kad je bilo neophodno. Mera ishoda
bio je bolnic¢ki mortalitet, a pacijenti su prac¢eni do otpusta iz bolnice (preziveli) ili do smrti u

bolnici (umrli).

Kontrolni uzorci dobijeni su od 10 dobrovoljnih davalaca krvi Instituta za transfuziologiju i

hemobiologiju VMA koji su potpisali informisani pristanak.

3.2 Uzorkovanje i analiza

Uzorci krvi za analizu MDSC prikupljani su 1. i 5. dana po uklju¢ivanju u studiju.

Istovremeno je uzimana krv za hemokulturu.

Analizirani su svezi uzorci periferne krvi u roku od sat vremena od uzimanja uzoraka.
Odredeni su ucestalost i apsolutni broj MDSC. Detektovane su obe glavne podvrste MDSC,
polimorfonuklearna (PMN-MDSC) i monocitna (M-MDSC) podvrsta.

Po 3 ml venske krvi prikupljeno je od pacijenata sa sepsom (n = 40) i zdravih kontrolnih
osoba (n = 10). Po 100 pl podeljeno je u epruvete za bojenje sa dole navedenim
monoklonskim antitelima. Nakon 30 minuta inkubacije eritrociti su uklonjeni procesom
liziranja upotrebom lizing pufera (EDTA, NH4Cl, KHCO3) tokom 20 minuta. Preostale
nukleisane ¢elije dvaput su oprane u RPMI 1640 kultivacionom medijumu sa 5% normalnog
humanog seruma, centrifugirane 1 resuspendovane. Separacija mononuklearnih celija
periferne krvi (PBMC) za komparativnu analizu izvedena je koriS¢enjem limfocitnog
separacionog medijuma LSM 1077. Separacija je izvedena centrifugiranjem na 1200 x g
tokom 20 minuta. Interfazni sloj je ekstrahovan pipetom po Pasteru i opran dva puta u
kultivacionom medijumu. Celije su brojane manuelno u unapredenoj Nojbauerovoj komori, i
automatski, na Beckman Coulter ACT differ brojacu krvnih ¢elija. Konac¢no, suspenzija sa

1x10° éelija/100 ul podeljena je u 12x75 mm epruvete za dalje imunofenotipsko bojenje.

3.3 Imunofenotipska analiza ¢elija

Svezi uzorci periferne krvi bojeni su slede¢im anti-humanim monoklonskim antitelima u
razli¢itim kombinacijama za multikolornu analizu: CD15-PECy7 (Biolegend, USA), CD45-

PEDyLight 594 i PECy5 (EXBIO, Czech republic), HLA-DR-FITC (Miltenyi Biotec,
46



pp dr Ivo Udovici¢ doktorska disertacija

Germany), CD14-PEDyLight 594 (EXBIO, Czech republic), CD16-PECy7 (Biolegend,
USA), CD11b-PE (Miltenyi Biotec, Germany), CD10-PECy5 (BD Biosciences, USA), CD3-
PEDyLight 594 (EXBIO, Czech republic), CD19-PEDyLight 594 (EXBIO, Czech republic) i
CD56-PEDyLight594 (EXBIO, Czech republic). Obojene ¢elije analizirane su na Beckman

Coulter FC 500 proto¢nom citofluorimetru pomo¢u CXP analitickog softvera.

Akronimi M-MDSC i PMN-MDSC odnose se na fenotipski korespondirajuce ¢elije. MDSC
su definisane kao Lin(CD3/CD197/CD56)/HLA-DR™™CD11b" ¢elije. U ovoj populaciji
éelija. PMN-MDSC su definisane kao CD14°CD15", a M-MDSC kao CD14'CD15. Za
dodatnu diskriminaciju PMN-MDSC kori$¢eni su markeri CD10 i CD16.

3.4 Statisti¢ka analiza

Kompletna statisticka analiza uradena je u statistickom softverskom paketu SPSS Statistics
18. Vedina varijabli prikazana je kao ucestalost odredenih kategorija, dok su statistiCki
znacajne razlike testirane hi-kvadrat testom. U slucaju kontinuiranih podataka, varijable su
prikazane kao srednja vrednost *+ standardna devijacija (SD), medijana, minimalne i
maksimalne vrednosti. Za ispitivanje normalnosti distribucije kontinuiranih podataka
koris¢en je Kolmogorov-Smirnov test. Statisticki znaCajne razlike izmedu ispitivanih grupa
testirane su Wilcoxonovim ili Mann-Whitney testom. Spearmanov koeficijent korelacije
rangova p koriS¢en je da bi se ispitala povezanost izmedu izmerenih vrednosti varijabli i
ishoda, odnosno prirode bakterijemije. Da bi se utvrdila senzitivnost i specifi¢nost varijabli
kao prediktora letalnog ishoda, odnosno prirode bakterijemije, analizirane su ROC krive i
povrSine ispod krivih (AUC). Izracunati su odnosi Sansi (OR) 1 korespondiraju¢i 95%
intervali pouzdanosti da bi se utvrdila jacina statisticke povezanosti izmedu varijabli i ishoda,
odnosno prirode bakterijemije. Nezavisne varijable koje su najvise obecavale kao pojedina¢ni

ili kombinovani faktori rizika analizirane su binarnom logistickom regresijom.

Razlike su smatrane statisticki znacajnim ako je p < 0,05.
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4. REZULTATI

U studiju je uklju¢eno 40 pacijenata (proseéne starosti od 59,3 godine; raspon: 27-86 godina;
12 Zena, 28 muskaraca) sa sekundarnom sepsom i/ili septi¢nim Sokom zbog pankreatitisa (16
pacijenata — 40%), peritonitisa (14 pacijenata — 35%) ili traume (10 pacijenata — 25%). Od 40
pacijenata, 20 pacijenata (50%) je razvilo Gram-pozitivnu bakterijemiju (GPB), 8 pacijenata
(20%) je razvilo Gram-negativhu bakterijemiju (GNB), a 10 pacijenata (25%) je imalo
polimikrobnu bakterijemiju (Poli). Kod 2 pacijenta (5%) hemokultura je ostala sterilna,
odnosno nije izolovan nijedan patogen. Izracunat je ISS za sve politraumatizovane pacijente

(srednja vrednost + SD): 35,24 + 4,67. Demografski podaci su prikazani u Tabeli 7.

4.1 Detekcija subpopulacija MDSC

Obe glavne podvrste MDSC detektovane su kod obolelih od sepse. Ove celije su prvo
ogradene (’gejtovane’) na CD45 pozitivne dogadaje da bi se iskljucio detritus i kod
pacijenata sa sepsom i kod zdravih kontrolnih osoba (Slika 6A i 7A, respektivno). U
slede¢em koraku, na HLA-DR/CDI11b tackastom dijagramu, selektovani su HLA-DR’
flowcD11b* dogadaji (Slika 6B 1 7B) 1 dalje analizirani na markere loze (CD3, CD19 1 CD56,
nije prikazano) kao i na ekspresiju CD10 (nije prikazano), CD15 (Slika 6C i 7C), CD14
(Slika 6D i 7D) i CD16 (nije prikazano). Klasifikacija polimorfonuklearnih i monocitnih
podvrsta bazirana je na ekspresiji CD15 i CD14, respektivno. PMN-MDSC odvojene su od
zrele granulocitne populacije na osnovu CDI10 negativnosti, kao 1 niZze 1 nehomogene
ekspresije prakti¢no svih pozitivnih markera (CD11b, CD15 i CD16). Ucestalost MDSC

prikazana je kao procenat ovih ¢éelija medu svim CD45 pozitivnim dogadajima.

48



pp dr Ivo Udovicic¢ doktorska disertacija

Pacijenti ukljuceni u studiju

Godine starosti (srednja vrednost, raspon) 59,3 (27 — 86)

SAPS 11 skor (srednja vrednost + SD) 57,05 +9,37

APAGHE 1 sor Greanjawrearos=50) [T TrE I

SOFA skor (srednja vrednost + SD) 6,850 + 2,832

Dijagnoza pri prijemu u JIL, n (%)

TeSka sepsa zbog
Pankreatitisa
Peritonitisa
Traume

Hemokultura, n (%)
Gram-pozitivha 20 (50%)
Gram-negativna 8 (20%)
Polimikrobna 10 (25%)
Sterilna 2 (5%)

Tabela 7. Demografski podaci i klini¢ke karakteristike pacijenata ukljucenih u studiju.
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Da bismo ispitali da li pretpostavljene MDSC imaju izmenjenu flotacijsku gustinu (engl.
buoyancy), analizirali smo leukocite iz svezih liziranih uzoraka periferne krvi uporedo sa
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi koje su dobijene izdvajanjem ¢elija na gradijentu

gustine iz uzoraka istih pacijenata.

Pacijent sa sepsom

A Svi prikupljeni dogadaji B Ograda na CD45™ region

G

Cr
A Mo i J
o = 1

CDI

SS Log

CDAass

CD4S PECyS HLA-DR

C Ogradana D region D Ogradana D region
PMN-MDSC Granulociti
2 10 o M-MDSC
Y '~j ’ LGS
z
% Z
Limfociti

Slika 6. Detekcija MDSC kod pacijenata sa sepsom. Reprezentativni dvoparametarski
tackasti dijagrami pokazuju identifikaciju PMN-MDSC i M-MDSC u uzorcima periferne krvi
pacijenata sa sepsom. Celije su pripremljene liziranjem eritrocita periferne krvi i obojene
fluorescentno obeleZzenim antitelima specificnim za povrSinske markere oznacene na
dijagramima. (A) Populacije leukocita selektovane su na osnovu ekspresije CD45. Monociti
su obojeni tamnije sivo radi daljeg pracenja. (B) Tamnije sivi monociti pokazuju nisku
ekspresiju HLA-DR. HLA-DR™CD11b* dogadaji selektovani su i ispitani na (C) ekspresiju
CD15 i (D) ekspresiju CD14. PMN-MDSC obojene su u crno radi lakSeg pracenja. Gr —
granulociti; Mo — monociti; Ly — limfociti.
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Utvrdeno je da se celije istog fenotipa zadrzavaju u mononuklearnom sloju na gustinskom
gradijentu (nije prikazano). Takode je opservirano smanjenje ekspresije HLA-DR na

monocitima pacijenata sa sepsom, Sto je marker imunoparalize (Slika 6B i 7B).

Zdrava kontrolna osoba

A Svi prikupljeni dogadaji B Ograda na CD45+ region
10 10
L€
D
o
;: L) g N - ‘g |
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. J SRS
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CD4S PECyS HLA-DR
¢ Ogradana D region D Ogradana D region
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Slika 7. Detekcija MDSC kod zdravih kontrolnih osoba. Reprezentativni dvoparametarski
tackasti dijagrami pokazuju identifikaciju PMN-MDSC i M-MDSC u uzorku periferne krvi
zdrave kontrolne osobe. Celije su pripremljene liziranjem eritrocita periferne krvi i obojene
fluorescentno obeleZzenim antitelima specificnim za povrSinske markere oznacene na
dijagramima. (A) Populacije leukocita selektovane su na osnovu ekspresije CD45. Monociti
su obojeni tamnije sivo radi daljeg pracenja. (B) Tamnije sivi monociti pokazuju vecu
ekspresiju HLA-DR kod zdravih kontrolnih osoba u odnosu na pacijente sa sepsom. Analiza
HLA-DR"°"CD11b* dogadaja pokazala je minimalan broj dogadaja u (C) PMN-MDSC
regionu, kao i u (D) M-MDSC regionu kod zdravih donora. Gr — granulociti; Mo — monociti;
Ly — monociti.
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4.2 Ucestalost i apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-MDSC ve¢i su kod
umrlih

Od 40 pacijenata sa sepsom ukljuc¢enih u studiju, 20 je prezivelo (otpusteno iz bolnice), a 20
pacijenata je umrlo. U obe grupe pacijenata, prezivelih i umrlih, trajanje sepse od 1. do 5.

dana bilo je pra¢eno porastom vrednosti MDSC u obe ispitivane subpopulacije (Slika 8A, B,
C, D).
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Slika 8. Poredenje vrednosti MDSC kod preZivelih sa vrednostima MDSC kod umrlih,
1.15. dana praéenja. (A) Relativni broj PMN-MDSC (%). (B) Apsolutni broj PMN-MDSC
(No/ul). (C) Relativni broj M-MDSC (%). (D) Apsolutni broj M-MDSC (No/ul). (P1, P5 —
preziveli 1. i 5. dana; U1, US —umrli 1. i 5. dana) (Relativni i apsolutni brojevi prikazani su
kao srednje vrednosti £ SD, Mann-Whitney test, * p < 0,05, ** p < 0,01).

Osnovne karakteristike pacijenata sa sepsom 1.1 5. dana prema ishodu (preziveli ili umrli)

prikazane su u Tabeli 8 i Tabeli 9, respektivno.

Ucestalost PMN-MDSC bila je znacajno viSa kod umrlih 1 1. dana (p < 0,05) 1 5. dana (p <
0,01) prac¢enja u odnosu na prezivele (Slika 8A). Apsolutni broj PMN-MDSC bio je visi kod
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umrlih 1. dana (postojao je trend koji nije dostigao statisticki znacaj) 1 5. dana (statisticki

znacajno povecanje, p < 0,05) u odnosu na prezivele (Slika 8B).

PMN-
SAPS | SOFA | APACHE LGN MDSC | M-MDSC HMIBEE

Il skor | skor 1l skor ',VI e apsolutni | ucestalost apsolu_tm
udestalost broj o] o]

N 20 20 20 20 20 20 20
red? 4720 450 1450 0,56 114,28 044 4828
ot I 11,07 287 5,37 0,61 18299 069 4589
Mediiana 46,50 500 15,00 030 3714 025 3818
Min 22 0 5 002 235 002 1,67
Max 65 9 22 199 64476 256 157,95
N 20 20 20 20 20 20 20
dedna 5690 860 2080 1,99 180,42 059 103,46
sD 1552 350 5,57 2,72 28009 078 16589
Mediiana 5500 8,50 21,00 048 5529 019 1077
Min 23 1 11 002 520 004 1,77
Max 85 14 30 935 991,10 2,18 533,92

Tabela 8. Osnovne karakteristike pacijenata sa sepsom prema ishodu (preZiveli ili
umrli) 1. dana pracenja.

Ucestalost M-MDSC bila je znacajno visa 5. dana u poredenju sa 1. danom (p < 0,05) i kod
prezivelih i kod umrlih, ali je 5. dana ucestalost M-MDSC bila takode znacajno visa kod

umrlih u odnosu na prezivele (p < 0,05) (Slika 8C).

Sto se ti¢e apsolutnog broja M-MDSC, iako je postojao trend visih vrednosti kod umrlih i 5.
dana pracenja, samo je razlika izmedu 1. i 5. dana u grupi preZivelih dostigla statisticku

znacajnost (p < 0,05) (Slika 8D).

Uradene su analize univarijabilnom logistickom regresijom da bi se utvrdilo da li postoji
povezanost svake individualne varijable sa smrtnim ishodom. Za svaku varijablu je izra¢unat
standardizovani regresioni koeficijent (B) i odnos $ansi (OR) sa 95% intervalom pouzdanosti

(CI). Uradena je multivarijabilna logisticka regresiona analiza metodom ’korak po korak’,
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izbor unapred (engl. forward stepwise multivariate logistic regression) da bi se utvrdili
nezavisni prediktori smrtnog ishoda, bez efekta moguéih ometajucih faktora (engl.
confounder). U Tabeli 10 i Tabeli 11 prikazani su univarijabilni odnosi Sansi varijabli u

predvidanju smrtnog ishoda pacijenata sa sepsom 1. i 5. dana, respektivno.

M-MDSC
apsolutni
broj

SOFA | PMN-MDSC | PMN-MDSC | M-MDSC

ucestalost | apsolutni broj [ ucestalost

N 20 20 20 20 20
Srednja 3.10 0.83 152,17 0,55 118,99
vrednost

SD e 0,82 175,42 0,55 158,91

Preziveli

Medijana 3,00 0.48 72,24 0,53 39,01
Min 0 0,03 205 0,01 0,68
Max 9 295 525,10 185 519,85
N 20 20 20 20 20
Srednja 9,00 236 268,27 0,93 145 05
vrednost

SD 452 244 272,00 0,82 202,22
Medijana 10,00 1.39 178,35 0,87 75,66
Min 3 0,37 31,45 012 a5l
Max 14 9,00 864.24 2 49 689,73

Tabela 9. Osnovne karakteristike pacijenata sa sepsom prema ishodu (preziveli ili
umrli) 5. dana pracenja.
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95% interval pouzdanosti

Gornja
granica

SAPS 11 skor 0,059 1,061 1,001 1,124 0,045*
SOFA skor 0,411 1,508 1,147 1,982 0,003**

SRACHIE 0,216 1,241 1,068 1,443 0,005**
skor

AL 0,671 1,056 0,958 3,997 0,040%
ucestalost

PMN-MDSC
apsolutni 0,001 1,001 0,998 1,004 0,387
JHAIDEE 0,292 1.339 0,552 3,252 0,519
ucestalost
M-MDSC
apsolutn 0,005 1,005 0,998 1,012 0,199

Tabela 10. Odnosi $ansi varijabli 1. dana u predvidanju smrtnog ishoda kod pacijenata
sa sepsom, dobijeni univarijabilnom logistickom regresionom analizom. Statisticki
znacajne razlike oznacene su sa * (p < 0,05) ili ** (p < 0,01).

95% interval pouzdanosti
Varijable Standardizovani

5. dan B koeficijent Donja Gornja

granica granica
SOFA skor 0,408 1,504 1,167 1,938 0,002**

PSS 0,821 2,272 1,075 4,800 0,032*
ucestalost

PMN-MDSC
apsolutni 0,002 1,002 0,999 1,006 0,135
MRS 0,807 2,242 0,820 6,131 0,116
ucestalost
M-MDSC
apsolutni 0,001 1,001 0,997 1,004 0,651

Tabela 11. Odnosi $ansi varijabli 5. dana u predvidanju smrtnog ishoda kod pacijenata
sa sepsom, dobijeni univarijabilnom logistickom regresionom analizom. Statisticki
znacajne razlike oznacene su sa * (p < 0,05) ili ** (p <0,01).

Standardizovani
B koeficijent

Varijable
1. dan

p vrednost
Donja granica

p vrednost
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Analiza varijabli 1. dana univarijabilnom logistickom regresijom u pogledu predikcije
smrtnog ishoda otkrila je da su sva tri skora tezine (SAPS 1, SOFA, APACHE II), zajedno sa
ucestalos¢u PMN-MDSC, imala statisticki znacajnu mo¢ u predvidanju smrtnog ishoda. Kada
je na istim varijablama 1. dana uradena multivarijabilna logisticka regresiona analiza
metodom ’korak po korak’, pokazano je da nijedna od ispitivanih varijabli nije bila nezavisan

prediktor smrtnog ishoda.

Analiza varijabli 5. dana univarijabilnom logistickom regresijom u pogledu predikcije
smrtnog ishoda otkrila je da SOFA skor uz ucestalost PMN-MDSC ima statisti¢ki znac¢ajnu
mo¢ u predvidanju smrtnog ishoda. Suprotno nalazima multivarijabilne logisticke regresione
analize metodom ’korak po korak’ na varijablama 1. dana, 5. dana je utvrdeno da su SOFA
skor i ucestalost PMN-MDSC nezavisni prediktori smrtnog ishoda, §to je pokazano u Tabeli
12.

95% interval pouzdanosti

Varijable Standardizovani
5.dan B koeficijent Donja Gornja
granica granica

SOFA skor 0,854 2,350 0,929 5,941 0,042*

AT 1,274 3,575 1,098 11,639 0,030%
ucestalost

Tabela 12. Nezavisni prediktori smrtnog ishoda utvrdeni multivarijabilnom logistic(kom
regresionom analizom varijabli 5. dana. Statisti¢ki zna¢ajne razlike oznacene su sa * (p <
0,05).

p vrednost
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Da bi se procenio prognosti¢ki znacaj ispitivanih varijabli u predvidanju smrtnog ishoda,
konstruisane su ROC krive. Prvog dana ni ucestalost ni apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-
MDSC nisu bili znacajni za diskriminaciju prezivelih i umrlih. Suprotno 1. danu, 5. dana su
sve ispitivane varijable bile umereno dobri prediktori smrtnog ishoda, osim apsolutnih
brojeva M-MDSC (AUC 0,597, p = 0,306). Ucestalosti i apsolutni brojevi visi od grani¢nih
vrednosti (engl. cut-off) prediktori su smrtnog ishoda. Klini¢ka ta¢nost varijabli 5. dana u

predvidanju smrtnog ishoda kod pacijenata sa sepsom prikazana je u Tabeli 13 i Slikom 9.

95% interval
pouzdanosti Grani¢na

vrednost
Donja ' Gornja F(efiEe)i))]
granica granica

0,861 0,000** 0,748 0,975 6,50 67,0 90,0 0,56

PMN-
\pelers 0,758 0,007** 0,607 0,909 0,36 100,0 40,0 0,40

ucestalost

Senzitivnost | Specifi¢nost | Youdenov
(%) indeks

Varijable
5. dan

p

vrednost

PMN-
MBSE 0,692 0,040 0,519 0,864 30,75 100,0 50,0 0,50

apsolutni
broj

M-MDSC 0,699 0’037* 0,530 0,867 0,86 56,0 80,0 0,35

ucestalost

Tabela 13. Klini¢ka ta¢nost varijabli 5. dana u predvidanju smrtnog ishoda kod
pacijenata sa sepsom. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su sa * (p < 0,05) ili ** (p <
0,01).
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Slika 9. ROC Krive za SOFA skor, ucestalost PMN-MDSC i uéestalost M-MDSC 5. dana
pracenja kod umrlih pacijenata sa sepsom.

Da bi se procenila jacina povezanosti, izraCunat je Spearmanov koeficijent korelacije p
izmedu ucestalosti i apsolutnih brojeva PMN-MDSC i M-MDSC s jedne strane, i smrtnog
ishoda s druge. Prvog dana ni ucestalosti ni apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-MDSC nisu
znacajno korelirali sa smrtnim ishodom. Suprotno 1. danu, 5. dana, izuzev apsolutnih brojeva
M-MDSC, postojale su statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu ispitivanih varijabli i
letalnog ishoda (Tabela 14). Najjaca korelacija postojala je izmedu ucestalosti PMN-MDSC i
smrtnog ishoda (Slika 10).

Nije postojala statisticki znaCajna povezanost pola, starosti, uzroka sekundarne sepse ili

prirode hemokulture sa ishodom.
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PMN-MDSC
‘ ucestalost

M-MDSC
O ucestalost
1 o PMN-MDSC
ucestalost
~ . M-MDSC

ucestalost

10

o
L_Jeoly X N N J

- -
-

Ucestalost (logl0)

--
-
- -

--
-

-

--
- -

N

T T
Preziveh Umrh

Slika 10. Ucestalosti PMN-MDSC i M-MDSC 5. dana na logaritmovanoj skali u odnosu
na ishod kod pacijenata se sepsom.
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Varijable PMN-MDSC PMN-MDSC M-MDSC M-MDSC
5. dan ucestalost apsolutni broj ucestalost apsolutni broj

Smrtni Ishod 0,447, p=0,005 0,332; p=0,042 0,344; p=0,035 0,168; p=0,313

PMN-MDSC
ucestalost

solUthi bro: 0,663; p=0,000  0,749; p=0,000
apsolutni broj
M-MDSC -

Tabela 14. Spearmanov koeficijent korelacije p izmedu varijabli 5. dana i smrtnog
ishoda kod pacijenata sa sepsom.

0,818; p=0,000 0,484; p=0,002  0,389; p=0,016

4.3 Obe glavne subpopulacije MDSC znacajno se akumuliraju u Gram-
pozitivnoj sepsi

Uporedili smo ucestalost i apsolutne brojeve PMN-MDSC i M-MDSC kod pacijenata sa
sepsom prema prirodi bakterijemije (Gram-pozitivna, Gram-negativna i polimikrobna grupa)
1. i 5. dana pracenja, $to je prikazano u Tabeli 15 i Slikom 11. Dva pacijenta sa sterilnom

hemokulturom isklju€ena su iz daljih analiza.
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Parametri

Gram-pozitivna bakterijemija (n=20)

Srednja vrednost £ SD; M; (min —

Gram-negativna bakterijemija (n=8)
Srednja vrednost £ SD; M; (min —

Polimikrobna bakterijemija (n=10)
Srednja vrednost £ SD; M; (min —

PMN-MDSC
ucestalost (%)
1. dan

5. dan

PMN-MDSC
apsolutni broj
1. dan

5. dan

M-MDSC

ucestalost (%)
1. dan

5. dan

M-MDSC
apsolutni broj
1. dan

5. dan

max)

2,00 +2,72; 0,88; (0,02 — 9,35)
1,69 +1,12; 1,39; (0,17 — 3,86)

237,42 + 306,16; 153,44; (5,20 —
991,10)

0,66 +0,83; 0,30; (0,04 — 2,56)
0,94 £ 0,69; 0,84; (0,13 —2,49)

106,57 + 153,82; 55,12; (4,81 — 533,92)
200,51 + 216,24; 109,76; (3,51 —

max)

0,56 +0,77; 0,20; (0,02 — 1,99)
2,55 + 3,61, 0,81; (0,25 — 9,00)

57,92 + 68,11; 31,12; (2,35 — 178,50)
205,34 + 282,57; 71,67; (19,40 —

0,19 +£0,15; 0,19; (0,02 - 0,39)
0,63+0,93; 0,19; (0,01 - 2,17)

29,02 + 28,35; 21,21; (1,67 — 74,61)
49,46 + 73,44; 14,45; (0,89 — 170,78)

max)

0,58 + 0,50; 0,37; (0,19 — 1,58)
0,49 + 0,35: 0,45; (0,03 — 1,13)

72,09 + 80,53; 48,12; (5,92 — 229,10)
75,12 + 97,00; 34,85; (2,05 — 267,81)

0,58 £0,82; 0,21; (0,04 — 2,18)
0,39+0,41; 0,13; (0,01 - 0,99)

66,97 £ 98,00; 13,96; (3,52 — 255,06)
58,47 £ 76,61; 15,39; (0,68 — 215,67)

Tabela 15. Ucestalost i apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-MDSC kod septi¢nih pacijenata prema prirodi bakterijemije, 1. i 5. dana
pracenja. SD — standardna devijacija; M — medijana; min — minimum; max — maksimum.
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Slika 11. Poredenje vrednosti MDSC medu grupama pacijenata sa razli¢itom prirodom
bakterijemije. (A) Relativni broj PMN-MDSC (%). (B) Apsolutni broj PMN-MDSC
(No/uL) (C) Relativni broj M-MDSC (%). (D) Apsolutni broj M-MDSC (No/uL). Relativni i
apsolutni brojevi prikazani su kao srednje vrednosti + SD, Mann-Whitney test, * p < 0,05, **
p <0,01.

U pocetku, 1. dana, pacijenti sa Gram-pozitivnom sepsom imali su vise PMN-MDSC i M-
MDSC (i relativni i apsolutni broj) u poredenju sa drugim dvema grupama, ali bez statistic¢ki
znacajne razlike. Akumulacija PMN-MDSC i M-MDSC kod pacijenata sa Gram-pozitivnom
sepsom postala je intenzivnija 5. dana. Ova grupa imala je znacajno ve¢i relativni broj PMN-
MDSC, te ve¢i relativni i apsolutni broj M-MDSC u poredenju sa grupom polimikrobne
sepse (p<0,05) (Slika 11A, C, D), dok je apsolutni broj PMN-MDSC dosegao statisticki
veoma znacajnu razliku izmedu grupe sa Gram-pozitivhom u odnosu na grupu sa
polimikrobnom sepsom (p<0,01) (Slika 11B). Takode, pacijenti sa Gram-pozitivnom sepsom
imali su znacajno veci apsolutni broj i PMN-MDSC i M-MDSC u odnosu na pacijente sa

Gram-negativnom sepsom (p<0,05) (Slika 11B, D).

Uradena je univarijabilna logisticka regresiona analiza da bi se utvrdilo da li postoji
povezanost svake individualne varijable sa Gram-pozitivnom sepsom. IzraCunati su
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standardizovani regresioni koeficijenti (B) i odnosi Sansi (OR) sa 95% CI za svaku varijablu.
Uradena je multivarijabilna logisticka regresiona analiza ’korak po korak’, izbor unapred, da
bi se utvrdili nezavisni prediktori Gram-pozitivne sepse, bez efekta mogucih pridruzenih,
ometajucih faktora. U Tabeli 16 i Tabeli 17 prikazani su odnosi Sansi varijabli za predikciju
Gram-pozitivne sepse, 1. i 5. dana, respektivno. Univarijabilna logisticka regresiona analiza
varijabli 1. dana u Gram-pozitivnoj sepsi otkrila je da su i ucestalost i apsolutni broj PMN-
MDSC imali statisticki znacajnu mo¢ predvidanja Gram-pozitivne sepse. Univarijabilna
logisticka regresiona analiza varijabli 5. dana u Gram-pozitivnoj sepsi otkrila je da su
apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-MDSC, kao i ucestalost M-MDSC imali statisticki
znacajnu mo¢ predikcije Gram-pozitivne sepse. Multivarijabilnom logistickom regresionom

analizom ’korak po korak’ varijabli 5. dana utvrdeno je da je apsolutni broj M-MDSC

nezavisni prediktor Gram-pozitivne sepse, $to je prikazano u Tabeli 18.

- 95% interval pouzdanosti
Varijable | standardizovani

1. dan B koeficijent Donja Gornja
granica granica

PMVN'MDSC 0,709 2,033 0,974 4,242 0,023*
ucestalost

PMN-MDSC .
apsolutni 0,007 1,007 0,999 1,014 0,039
M’MDSC 0,580 1,786 0,689 4,624 0,232
ucestalost

M-MDSC
apsolutni 0,005 1,006 0,998 1,013 0,166

p vrednost

Tabela 16. Odnosi $ansi varijabli 1. dana u predvidanju Gram-pozitivne sepse, dobijeni

univarijabilnom logistickom regresionom analizom. Statisticki znacajne razlike oznacene
susa™* (p <0,05).
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iiabl _ . 95% interval pouzdanosti
Varijable | standardizovani

5.dan B koeficijent Donja

p vrednost

Gornja
granica granica

AUNHUDEE 0,084 1,087 0,767 1,542 0,638
ucestalost

PMN-MDSC .
apsolutni 0,003 1,003 1,000 1,007 0,043
S ESE 1,012 2 752 0915 8.275 0,038*
ucestalost
M-MDSC .
apsolutni 0,009 1,009 1,001 1,017 0,030

Tabela 17. Odnosi $ansi varijabli 5. dana u predvidanju Gram-pozitivne sepse, dobijeni
univarijabilnom logisticCkom regresionom analizom. Znacajne razlike oznacene su sa * (p
<0,05).

.. 95% interval pouzdanosti
Varijable | standardizovani

5. dan B koeficijent Donja Gornja

granica granica
M-MDSC
apsolutni 0,012

Tabela 18. Nezavisni prediktor Gram-pozitivne sepse utvrden multivarijabilnom
logistickom regresionom analizom varijabli 5. dana. Statisticki znacajna razlika oznacena
jesa* (p<0,05).

p vrednost

1,012 0,999 1,026 0,035*
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Da bi se procenila jac¢ina povezanosti izmedu ucestalosti i apsolutnih brojeva PMN-MDSC i
M-MDSC s jedne strane, i Gram-pozitivne sepse s druge, izracunat je Spearmanov koeficijent
korelacije p. Prvog dana postojala je statisticki znaCajna pozitivna korelacija apsolutnih
brojeva PMN-MDSC i M-MDSC sa Gram-pozitivnom sepsom. Ova pozitivna korelacija
prikazana je u Tabeli 19. i Slici 12. Petog dana postojale su statisti¢ki znacajne pozitivne
korelacije izmedu svih ispitivanih varijabli i Gram-pozitivne sepse, $to je prikazano u Tabeli

20. Pozitivne korelacije izmedu ucestalosti PMN-MDSC i M-MDSC i Gram-pozitivne sepse

prikazane su Slikom 13.

Varijable PMN-MDSC PMN-MDSC M-MDSC M-MDSC
1. dan ucestalost apsolutni broj ucestalost apsolutni broj

Gram-pozitivha
hemokultura

0,185; p=0,261  0,328; p=0,040  0,258; p=0,113  0,378; p=0,018

PMN-MDSC
ucestalost

FURHIIDEE 0,043; p=0,797  0,154; p=0,350
apsolutni broj

M-MDSC -

Tabela 19. Spearmanov koeficijent korelacije p izmedu varijabli 1. dana i Gram-
pozitivne sepse.

0,854; p=0,000 -0,152; p=0,356 -0,221; p=0,177
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PMN-MDSC
1000 y g apsolutni broj
1 a M-MDSC
apsolutni broj
~. PMN-MDSC
a apsolutni broj
4 g -~ M-MDSC
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Slika 12. Apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-MDSC 1. dana na logaritmovanoj skali u

odnosu na Gram-pozitivne i druge hemokulture.
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Varijable PMN-MDSC PMN-MDSC M-MDSC M-MDSC
5. dan ucestalost apsolutni broj ucestalost apsolutni broj

Gram-pozitivna o L - -
hemokultura 0,401; p=0,013  0,428; p=0,007  0,440; p=0,006  0,466; p=0,003

PMVN'MDSC - 0,818; p=0,000 0,484; p=0,002 0,389; p=0,016
ucestalost
PMN-MDSC 0,663; p=0,000  0,749; p=0,000
apsolutni broj
M-MDSC o

Tabela 20. Spearmanov Kkoeficijent korelacije p izmedu varijabli 5. dana i Gram-
pozitivne sepse.

@ PMN-MDSC
ucestalost

®) M-MDSC

° ucestalost

PMN-MDSC

ucestalost

~ . _ M-MDSC

ucestalost

10+

Ucestalost (logl0)

[
aald

! T
Druge Gram-pozitivne
hemokulture hemokulture

Slika 13. Ucestalosti PMN-MDSC i M-MDSC 5. dana na logaritmovanoj skali u odnosu
na Gram-pozitivne i druge hemokulture.
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4.4 Odnosi neutrofila i PMN-MDSC (Ne/PMN-MDSC) i monocita i M-
MDSC (Mo/M-MDSC) u sepsi prema prirodi bakterijemije

Odnosi Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC kod septi¢nih pacijenata prema prirodi bakterijemije

1.1 5. dana pracenja prikazani su u Tabeli 21.

Odnosi Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC bili su najnizi kod kriticno obolelih pacijenata sa
Gram-pozitivnom bakterijemijom i 1. i 5. dana. Prvog dana ta razlika nije dosegla statisticki
znacaj, ali su 5. dana oba odnosa bila statisticki znacajno niza kod pacijenata sa Gram-
pozitivnom bakterijemijom u poredenju sa pacijentima sa Gram-negativnom il
polimikrobnom hemokulturom (Ne/PMN-MDSC: hi-kvadrat = 6,806, p < 0,05; Mo/M-
MDSC: hi-kvadrat = 9,070, p < 0,01).

Post-hoc Mann-Whitney testom pokazano je da je 5. dana odnos Mo/M-MDSC bio zna¢ajno
nizi kod pacijenata sa Gram-pozitivnom u odnosu na one sa Gram-negativhom
hemokulturom (Z = -2,389; p < 0,05). Takode, pacijenti sa Gram-pozitivnom hemokulturom
imali su znaCajno nize odnose Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC u poredenju sa
polimikrobnom hemokulturom (Ne/PMN-MDSC: Z = -2,781, p < 0,01; Mo/M-MDSC; Z = -
2,493, p < 0,01, respektivno).

Takode, nivo Ne/PMN-MDSC bio je znacajno nizi kod umrlih, i 1. dana (Z = -1,921; p <
0,05) i 5. dana (Z = -1,815; p < 0,05).
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Gram-pozitivna bakterijemija (n=20) | Gram-negativna bakterijemija (n=8) [ Polimikrobna bakterijemija (n=10)

Parametri srednja vrednost £ SD; M; (min- srednja vrednost £ SD; M; (min- srednja vrednost £ SD; M; (min-
max) max) max)

Neutrofili x
10%/L

1. dan 11743,33 £ 8567,86; 9410; (1390 — 28600) 11701,25 £ 8265,44; 8700; (1960 — 22800) 9909,09 + 4823,16; 10300; (1500 — 18300)
5. dan 12893,33 £+ 8141,56; 14500; (1610 - 26000) 6810,00 + 3868,92; 6265; (2110 — 14800) 9585,00 + 5160,65; 7960; (4500 — 21800)

Odnos
neutrofila i
PMN-MDSC
1. dan 481,05 £ 1039,91; 61,32; (5,55 — 4655,64) 863,99 + 1502,29; 375,70; (33,24 — 4553,19) 465,90 + 818,14; 229,67; (39,72 —2909,38)
5. dan 128,10 + 250,63; 37,57; (9,60 — 1070,24) 143,12 + 139,56; 91,52; (9,65 — 336,13) 589,28 £ 890,21; 217,10; (27,71 —2625,67)
Monociti x
10%/L
1. dan 718,09 £ 706,23; 600; (43 — 2610) 566,50 £ 341,08; 510; (100 — 1090) 533,63 + 346,21; 537; (50 — 1120)
5.dan 801,00 + 742,35; 697; (43 - 3460) 430,25 + 189,21; 411; (170 — 670) 699,80 + 449,03; 525; (310 — 1810)
Odnos
monocita i
M-MDSC
1. dan 16,02 + 23,86; 8,38; (0,60 — 114,09) 93,98 £ 128,28; 12,72; (5,96 — 347,72) 47,59 + 62,44; 16,09; (2,24 — 209,17)
5. dan 9,25 £ 10,64; 6,54; (0,65 — 36,47) 134,07 £ 237,85; 23,80; (2,32 — 671,14) 133,29 + 222,34; 37,95; (4,03 — 702,78)

Tabela 21. Odnos Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC kod septi¢nih pacijenata prema prirodi bakterijemije 1. i 5. dana pracenja.
SD - standardna devijacija; M — medijana; min — minimum; max — maksimum,
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4.5 Klini¢ka ta¢nost odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC u predvidanju
prirode bakterijemije i ishoda

Ispitivana je klini¢ka ta¢nost odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC u predvidanju prirode
bakterijemije i ishoda. Diskriminativna mo¢ i Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC odnosa u

predvidanju Gram-pozitivne hemokulture bila je statisticki znacajna i 1. 1 5. dana. Rezultati

su prikazani Slikama 14 i1 15 i u Tabeli 22.
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Slika 14. ROC kriva odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC 1. dana kod pacijenata sa
Gram-pozitivnom hemokulturom.
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Slika 15. ROC kriva odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC 5. dana kod pacijenata sa
Gram-pozitivnom hemokulturom.
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95% interval pouzdanosti

Granicna .- e
Senzitivnost | Specifi¢nost | Youdenov

vrednost vrednost )

0,684 p<0,05 0,510 0,858 121,86 61,9 84,2 0,46

Parametar

Ne/PMN-MDSC
1. dan

Mo/M-MDSC
1. dan

Ne/PMN-MDSC
5. dan

Mo/M-MDSC
5. dan

Tabela 22. Klini¢ka ta¢nost odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC u predvidanju Gram-pozitivne hemokulture 1. i 5. dana pracenja.

0,707 p<0,05 0,527 0,887 185,53 88,9 61,1 0,50
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Odnosi Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC nizi od grani¢nih vrednosti bili su umereno dobri
prediktori Gram-pozitivne hemokulture i 1. i 5. dana kod Kriticno obolelih pacijenata sa

sekundarnom sepsom.

Klini¢ka ta¢nost Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC odnosa u predvidanju polimikrobne

hemokulture bila je statisticki znacajna 5. dana. Rezultati su prikazani Slikom 16 i u Tabeli
23.
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Slika 16. ROC kriva odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC 5. dana kod pacijenata sa
polimikrobnom hemokulturom.
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95% interval pouzdanosti

Granic¢na Senzitivnost | Specifi¢nost | Youdenov

Parametar p vrednost -- i — (%) (%) -

Ne/PMN-MDSC
5. dan

Mo/M-MDSC
5. dan

Tabela 23. Klini¢ka ta¢nost odnosa Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC u predvidanju polimikrobne hemokulture 5. dana pracenja.

0,773 p<0,01 0,606 0,940 185,53 80,0 81,0 0,61
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Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC odnosi visi od respektivnih grani¢nih vrednosti prediktori
su polimikrobne hemokulture 5. dana kod kriticno obolelih pacijenata sa sekundarnom
sepsom. Ne/PMN-MDSC odnos ima dobru, dok Mo/M-MDSC odnos ima umerenu

diskriminativnu mo¢.

Ispitivana je klinicka ta¢nost oba odnosa u predvidanju smrtnog ishoda. Ne/PMN-MDSC
odnos nizi od grani¢ne vrednosti umeren je prediktor smrtnog ishoda i 1. i 5. dana u ovoj
populaciji pacijenata. Diskriminativna mo¢ Mo/M-MDSC u pogledu ishoda nije bila

znacajna. Rezultati su prikazani Slikom 17 i u Tabeli 24.
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Slika 17. ROC kriva odnosa Ne/PMN-MDSC 1. i 5. dana praéenja kod umrlih
pacijenata.
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95% interval pouzdanosti

Granic¢na Senzitivnost | Specifi¢nost | Youdenov

Parametar p vrednost -- i — (%) (%) -

Ne/PMN-MDSC
1. dan

0,694 p<0,05 0,513 0,875 241,53 81,3 65,0 0,46

Ne/PMN-MDSC
5. dan

Tabela 24. Klini¢ka ta¢nost odnosa Ne/PMN-MDSC u predikciji letalnog ishoda 1. i 5. dana praéenja.
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4.6 Nije nadena povezanost osnovnih uzroka sekundarne sepse sa
akumulacijom MDSC

Osnovni uzroci sekundarne sepse kod naSih pacijenata bili su pankreatitis, peritonitis i
trauma. Pacijenti sa razli¢itim osnovnim uzrocima sepse Smatrani su za posebne grupe i
poredene su ucestalosti i apsolutni brojevi njihovih PMN-MDSC i M-MDSC. Nije bilo
statistiCki znacajnih razlika izmedu ove tri grupe ni 1. ni 5. dana (p > 0,05), stoga je
ekspanzija MDSC bila povezana sa sekundarnom infekcijom bez obzira na prirodu primarnog
insulta (pankreatitis, peritonitis, trauma).
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5. DISKUSIJA

Sepsa je jedan od vodecih uzroka smrti u JIL Sirom sveta, a jo§ uvek ne postoji jedinstvena
opsteprihvacena definicija ovog sindroma, niti su u potpunosti rasvetljeni patobioloski
mehanizmi koji dovode do njegove pojave. Imunska disfunkcija je ¢esta kod kriticno obolelih
pacijenata i moze uticati na morbiditet i mortalitet, posebno kod teske traume i/ili sepse, pa je
uloga imunskih ¢elija i medijatora u imunskom odgovoru kod kritiéno obolelih i dalje
predmet istraZivanja. 2920 Danas se smatra da se u sepsi istovremeno pokrecu

proinflamatorni i antiinflamatorni odgovori sa poremec¢enim odgovorom domacdina na

3,16 16,94,121

infekciju, >~ a da vecina pacijenata umire u stanju produzene imunosupresije.

Vazna komponenta u septi¢noj imunosupresiji mogle bi biti supresorske ¢elije mijeloidnog
porekla (MDSC) koje su intenzivno proucavane u kontekstu razli¢itih malignih bolesti, ali
retko i nedovoljno u ljudskoj sepsi. Veéina studija je radena na mi$jim modelima sepse, i dok
su neke studije pokazale da misje Gr-1'CD11b® MDSC suprimiraju ste¢enu imunost u
modelu polimikrobne sepse i dovode do Th2 polarizacije imunskog odgovora, 2** druge su
ukazale na kljuénu ulogu MDSC kao regulatora urodenog imunskog odgovora, pa ¢ak i na

protektivnu ulogu ovih ¢elija u polimikrobnoj sepsi. 205,261

5.1 Detekcija PMN-MDSC i M-MDSC

Da bismo ispitali da li su vrednosti MDSC povisene u perifernoj krvi pacijenata sa
sekundarnom sepsom, te da li koreliraju sa ishodom, vrstom bakterijskog prouzrokovaca i
osnovnim oboljenjem koje je dovelo do sepse, sproveli smo prospektivnu studiju koja je
ukljucivala 40 pacijenata sa sepsom i/ili septicnim Sokom kao posledicama pankreatitisa,
peritonitisa i traume. Detektovali smo i odredili ucestalost i apsolutni broj MDSC u krvi 1.
dana (dan ispunjavanja kriterijuma za sepsu i/ili septi¢ni Sok i ukljucivanja u studiju) i 5.
dana. Prvi i peti dan su odabrani jer su studije na Zivotinjama pokazale dinami¢ne promene u
broju i funkciji MDSC tokom sepse. 2** Prema studiji Derivea i saradnika, MDSC prikupljene
i 3.1 10. dana inhibirale su proliferaciju T ¢elija, medutim, samo su MDSC prikupljene 10.
dana mogle da smanje peritonealno oslobadanje citokina, pojacaju eliminaciju bakterija 1
poboljsaju prezivljavanje. 21y drugoj studiji, autori su na zivotinjskom modelu sepse

pokazali da je rani adoptivni transfer (3. dana) MDSC iz septi¢nih u naivne miseve, odmah
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nakon cekalnog podvezivanja i punkcije, doveo do porasta proinflamatornih citokina,
smanjenog peritonealnog rasta bakterija i visoke stope ranog mortaliteta. Za razliku od ranog
adoptivnog transfera, kasni transfer MDSC (12. dana) imao je suprotne efekte. % Stoga, u
nasoj studiji ¢elije koje fenotipski korespondiraju sa MDSC 1. dana odgovaraju ranim MDSC
u zivotinjskom modelu sepse, dok je detekcija MDSC 5. dana izabrana imaju¢i u vidu da je
prezivljavanje kriticno obolelih pacijenata sa sekundarnom sepsom i/ili septi¢nim Sokom do
10. ili 12. dana prili¢no neizvesno. U ovoj studiji smo se fokusirali na kvantifikovanje MDSC

u perifernoj krvi septi¢nih pacijenata pa stoga nismo sprovodili funkcionalnu analizu.

Analizirali smo uzorke sveze krvi, a u skladu sa studijama koje su pokazale da su i broj i
funkcija MDSC, a naro¢ito PMN-MDSC, izrazito osetljivi na procedure zamrzavanja i

odmrzavanja. 2%3204

Takode, Stanojevi€ 1 saradnici su u studiji sa obolelima od melanoma
koze naglasili da je rukovanje uzorcima od velikog znacaja tokom detekcije MDSC
proto¢nom citometrijom, i ukazali na prednosti kori§¢enja svezih liziranih uzoraka periferne

krvi za imunofenotipsku analizu. 2

MDSC smo definisali kao Lin (CD3/CD19/CD56)/HLA-DR™°CD11b* ¢elije. Unutar ove
éelijske populacije, PMN-MDSC su definisane kao CD14CD15", a M-MDSC kao
CD14'CD15". "*%° 7a dodatno razlikovanje PMN-MDSC od zrelih neutrofila korigéen je
marker CD10, 2°?%" 3 za razlikovanje od zrelih neutrofila i eozinofila CD16. 2°°%8 Stoga je
ciljna populacija PMN-MDSC bila CD10" i imala je nizu i nehomogenu ekspresiju CD11b,
CD15i CD16. %

S obzirom na to da se kod ljudi MDSC zadrzavaju u sloju mononuklearnih ¢éelija periferne

krvi (PBMC) na gradijentu gustine, 2°2"

uradili smo komparativnu analizu ¢elija iz svezih
liziranih uzoraka periferne krvi i ¢elija iz mononuklearnog sloja dobijenog centrifugiranjem
na gradijentu gustine. Utvrdili smo da se ¢elije istog predefinisanog fenotipa zadrzavaju u
PBMC na gradijentu gustine. Nakon potvrde da nase ciljne ¢elije imaju izmenjenu flotacijsku

gustinu, dalje analize su radene sa svezim liziranim uzorcima periferne krvi.

Vazno je napomenuti da nije lako razlikovati PMN-MDSC od zrelih aktiviranih granulocita i
tumor-asociranin  neutrofila (TAN) sa N2 protumorskim fenotipom, ne samo
imunofenotipski, nego i funkcionalno, a ponekad i morfoloski. 1?32 Danas je, takode,
nejasno da li su heterogene PMN-MDSC subpopulacija aktiviranih ili reprogramiranih zrelih

268273275 jlj su PMN-MDSC posebna granulocitna populacija, na $ta je ukazala analiza
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transkriptoma naivnih neutrofila, PMN-MDSC i TAN. ?®?" S obzirom na debatu o
plasti¢nosti i neutrofila i MDSC, zanimljiva je studija u kojoj su Sagiv i saradnici pronasli tri
subpopulacije cirkuliSu¢ih neutrofila u perifernoj krvi miSeva sa tumorom ili indukovanim
peritonitisom, kao i kod ljudi sa karcinomom: ’normalne’ zrele neutrofile velike gustine
(HDN), nezrele PMN-MDSC, i zrele neutrofile male gustine (LDN) koji su se zajedno sa
PMN-MDSC zadrzavali u PBMC frakciji na gradijentu gustine. Autori su, takode, pronasli da
LDN imaju vece prednje, a podjednako boc¢no rasipanje u odnosu na HDN, sto je ukazivalo
na to da su LDN imali manju gustinu od HDN zbog vece zapremine, a ne zbog degranulacije.
LDN su, kao i PMN-MDSC, bili imunosupresivni i dobrim delom (40 — 70%) su poticali od
HDN koji su menjali fenotip pod uticajem TGF-f. Pokazano je i da LDN, u manjoj meri,

- o 27
mogu da promene gustinu u normalnu’ veliku. 28

Mi smo pretpostavili da bi i heterogene PMN-MDSC mogle menjati gustinu, pa bi analiza
svezih liziranih uzoraka periferne krvi imala prednost u odnosu na analizu MDSC iz sloja
mononuklearnih ¢elija na gradijentu gustine, jer bi otkrila moguée MDSC velike gustine.
Ipak, komparativna analiza je pokazala nisku flotacijsku gustinu nasih ciljnih ¢elija, $to je u
skladu sa mnogim studijama koje su pokazale imunosupresivni kapacitet celija sli¢nih

granulocitima male gustine. 202%3270:275

Za razliku od studije Sagiv i saradnika, u studiji Uhela i saradnika pronadeno je da su LDG
kod pacijenata sa sepsom imali manje i prednje i bo¢no rasipanje u odnosu na HDG, odnosno
da su imali i manju veli¢inu i manju granuliranost. Neutrofilna aktivacija i degranulacija
potvrdene su i visim nivoom ekspresije markera degranulacije CD35, CD63 i CD66b na LDG
u poredenju sa HDG. %** Da bi ispitali da li se LDG i HDG mogu i fenotipski razlikovati,
autori su uporedili CD15" ¢elije iz obe frakcije prema nivou ekspresije markera zrelosti
CD11b i CD16. LDG su pokazali veé¢i udeo nezrelih CD11b°'CD16  promijelocita,
CD11b*CD16" mijelocita i CD11b*'CD16™™ metamijelocita, a manji udeo zrelih
CD11b*CD16™" polimorfonukleara u odnosu na HDG. Ovaj nalaz je potvrden i

morfoloskom analizom ¢elija. 253

Medutim, imaju¢i u vidu da se ekspresija CD16 na zrelim neutrofilima smanjuje nakon

2%6 ) nagoj studiji smo za razlikovanje PMN-MDSC od zrelih neutrofila, osim

aktivacije,
CD11b i CD16, koristili i marker CD10 koji se eksprimira samo na zrelim segmentiranim

neutrofilima. 2°°%2" Takode, u nedavnoj objavljenoj studiji, Marini i saradnici su potvrdili
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da se CD10 moze koristiti kao fenotipski marker za diskriminaciju zrelih od nezrelih
267

neutrofila kod pacijenata sa akutnim i hroni¢nim inflamatornim stanjima.
Koriste¢i sve navedene markere, u Krvi pacijenata sa sepsom detektovali smo obe fenotipski
korespondiraju¢e subpopulacije MDSC, i M-MDSC i PMN-MDSC, 1. i 5. dana po
ukljuc¢ivanju u studiju. Pored ovoga, opservirali smo i smanjenu ekspresiju HLA-DR na

ol v . . . . 92
monocitima, $to je marker imunoparalize u sepsi.

5.2 Ucestalost i apsolutni brojevi PMN-MDSC i M-MDSC koreliraju sa
smrtnim ishodom

Kao §to je pomenuto, jo$ nije definitivno razjaSnjeno da li su MDSC korisne ili Stetne za
pacijente sa sepsom i §ta odluduje o tome. % U eksperimentalnom Zivotinjskom modelu
sepse Delano i saradnici su pokazali da se Gr-1"CD11b* MDSC akumuliraju u kostnoj stzi i
perifernim limfnim organima kod miSeva tokom polimikrobne sepse, te da doprinose
supresiji T-éelija koja se vida nakon sepse, kao i Th2 polarizaciji imunskog odgovora. ?* Na
osnovu opservacija Delanove grupe pretpostavljalo se da je MDSC populacija Stetna za
septicnog domacina. Iznenadujuce, blokada ekspanzije MDSC kori§¢enjem gemcitabina ili
anti-Gr-1 antitela, u cilju poboljSanja prezivljavanja septicnih miSeva, dovela je do
neocekivanog, dramati¢no pogorsanog ishoda. Ovo smanjeno prezivljavanje septi¢nih miseva
delimi¢no je objasnjeno neselektivnom aktivnis¢u gemcitabina i anti-Gr-1 antitela, pa ipak,
povoljan efekat blokade MDSC nije postignut. ** U studiji Sandera i saradnika, adoptivni
transfer MDSC smanjio je mortalitet septi¢nih miSeva koji su imali deficit gp130-STAT3
signalizacije u jetri, inace neophodne za kontrolu sistemske inflamacije, te mobilizaciju i

205

akumulaciju MDSC u tkivima. PoboljSano prezivljavanje septiénih miSeva nakon

adoptivnog transfera kasnih MDSC zabelezeno je i u drugim studijama. 26422

Gore navedeni dokazi mogu navesti na pomisao da je akumulacija MDSC korisna za
septicnog domacina. Ali, kao $to su naglasili Cuenca i saradnici, te Delano i saradnici,
funkcija i uloga MDSC u sepsi ne mogu se ovako pojednostaviti. *">**% | dalje postoji
kompleksan odnos izmedu uticaja MDSC na tezinu sepse i prezivljavanje s jedne strane i

kinetike njihove akumulacije u sepsi s druge.
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Mi smo detektovali znacajno vece relativne vrednosti PMN-MDSC kod umrlih i 1. i 5. dana
pracenja u odnosu na prezivele. Razlika u ucestalosti PMN-MDSC izmedu prezivelih 1
umrlih bila je najizrazenija 5. dana, statisticki veoma znacajna (p < 0,01). Apsolutni broj
PMN-MDSC 5. dana takode je bio znacajno veé¢i kod umrlih u odnosu na prezivele. Relativne
vrednosti M-MDSC bile su znacajno vece 5. dana u odnosu na 1. dan unutar grupa prezivelih
i umrlih, ali je samo 5. dana ucestalost M-MDSC u grupi umrlih bila znaéajno veca od

ucestalosti u grupi prezivelih.

Prvog dana nijedna varijabla nije bila nezavisan prediktor smrtnog ishoda. Medutim, 5. dana
SOFA skor i ucestalost PMN-MDSC bili su nezavisni prediktori smrtnog ishoda. Ovo je
potvrdeno analizom ROC krive koja je otkrila dobru diskriminativnu mo¢ ucestalosti PMN-
MDSC 5. dana u predvidanju smrtnog ishoda (AUC ROC 0,758), dok su apsolutni broj
PMN-MDSC i uéestalost M-MDSC bili prihvatljivi prediktori smrtnog ishoda (AUC ROC
0,692 i 0,699, respektivno). Takode, analiza Spearmanovog koeficijenta korelacije p pokazala
je da je najsnaznija statisticki znacajna pozitivna korelacija postojala izmedu ucestalosti

PMN-MDSC 5. dana i smrtnog ishoda, u odnosu na druge ispitivane prediktore.

Sli¢no ovome, u zivotinjskom modelu sepse Cuenca 1 saradnici nisu nasli nikakve promene u
broju CD11b*Gr-1" u slezini ili perifernim limfnim ¢vorovima u prva 24 ¢asa nakon sepse.
Prvu ekspanziju CD11b*Gr-1" éelija pronasli su u slezini i perifernim limfnim &vorovima tek
nakon 3-5 dana, uz kontinuirani porast njihove koncentracije u narednih 10-14 dana. *® Svi
podaci u vezi s porastom MDSC u sepsi u skladu su sa teorijom po kojoj se imunski odgovor
domacina na sepsu karakteriSe inicijalnom hiperinflamatornom fazom koja evoluira u
narednim danima u produZenu imunosupresivnu fazu. ® Brudecka i saradnici takode su
dokumentovali postepeni porast GR-1"CD11b" nakon indukcije polimikrobne sepse kod
misSeva, sa dramati¢nom ekspanzijom ovih celija nezrelog fenotipa u kasnoj sepsi. Njihovi
nalazi podrzavaju misljenje da MDSC doprinose sekundarnoj, imunosupresivnoj fazi sepse.
Ovi istrazivadi jasno su pokazali da Gr-1"CD11b" éelije kasne sepse imaju imunosupresivne
sposobnosti. Naime, pokazali su da je adoptivni transfer Gr-1"'CD11b" é&elija iz kostne srzi
miseva koji su bili u 12. danu sepse u naivne miseve, odmah nakon indukcije sepse cekalnim
podvezivanjem i punkcijom, znacajno poboljSao prezivljavanje rane sepse. Pored ovoga,
nivoi 1L-10 i TGF-B bili su zna¢ajno visi kod miseva koji su primili Gr-1"CD11b" ¢elije iz
misSeva u 12. danu sepse, nego kod miseva koji su primili fizioloski rastvor ili ¢elije iz miSeva

koji su bili u 3. danu sepse. %2
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S obzirom na to da vecina informacija o biologiji MDSC poti¢e iz studija na mi§jim
modelima bolesti, na ovom mestu je potrebno naglasiti da se u poslednjih nekoliko godina u
nauc¢noj zajednici debatuje o tome koliko dobro mis$ji modeli oponaSaju ljudske bolesti, a
posebno teSka inflamatorna stanja, poput traume, opekotina i sepse. lako su se i ranije
razmatrala ograni¢enja miSjeg modela sepse, obnovljena i Zustra debata pocela je nakon
objavljivanja studije Seoka 1 saradnika koja je poredila misji i ljudski transkriptom u akutnim

inflamatornim stanjima. %

Istrazivaci su pronasli da genomski odgovori u misjim modelima
loSe koreliraju i unutar vrste i sa genomskim odgovorima kod ljudi sa akutnom inflamacijom
(trauma, opekotine, endotoksemija), dok je ekspresija gena kod ljudi bila veoma konzistentna
uprkos velikoj heterogenosti populacije. ' U odgovoru na ovaj rad, ukazano je i na
ograni¢enja i na prednosti izudavanja mi§jih modela inflamatornih bolesti. 222 U
ogranic¢enja, izmedu ostalog spadaju fundamentalne razlike izmedu vrsta, ukljucujuci razlike
u urodenoj 1 ste€enoj imunosti; razlike medu sojevima miSeva koriS¢enih u eksperimentima, a
posebno upotreba miSeva visoke srodnosti (inbred); razli¢iti modeli miSje sepse; upotreba
miSeva koji po starosti odgovaraju tinejdzerima, a ne starijoj populaciji koju najéesé¢e pogada
sepsa; vremensko nepodudaranje odgovora na insult kod miseva i ljudi — kod miSeva je
odgovor mnogo brzi, a vreme potrebno da se nivo ekspresije gena vrati na normalan nivo
meri se danima, dok se kod ljudi sepsa razvija nekoliko sati ili dana, a do normalizacije
ekspresije gena dolazi mesecima, pa i godinama kasnije; heterogenost ljudske populacije i
prisustvo komorbiditeta i/ili komplikacija sepse kod pacijenata $to se teSko moze
reprodukovati kod miSeva; rutinska primena antibiotika, i naro€ito, suportivnih mera u JIL od

kojih su neke neizvodljive na miSevima itd. 23424

U svemu navedenom treba traziti moguce
razloge za uocene diskrepance izmedu uloge MDSC u mi$jim modelima sepse i ljudskoj

sepsi.

U jednoj od trenutno retkih objavljenih studija koje ispituju ulogu MDSC u ljudskoj sepsi,
Mathias i saradnici fokusirali su se na pacijente koji ¢e da razviju PICS nakon sepse,
predominantan klini¢ki fenotip kod pacijenata u JIL, za koje je sadaSnja terapija neefikasna.
252 |spitivali su da i je za imunski odgovor u hroniénoj sepsi klju¢na ekspanzija MDSC, kao
integralni deo 'urgentne mijelopoeze’ usmerene nNa ocuvanje urodene imunosti. U studiju su
ukljucili pacijente sa teSkom sepsom i septi¢nim Sokom, a krv je prikupljena u prvih 12 sati
od dijagnoze teske sepse/septi¢nog Soka, i nadalje u odredenim vremenskim intervalima do
28. dana. Ispitivane su CD14® M-MDSC i CD14CD15° PMN-MDSC unutar
CD33"CD11b"HLA-DR™™ populacije, a uradene su i funkcionalne i genomske analize.
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MDSC su bile funkcionalno imunosupresivne, dok su smanjena ekspresija HLA gena i
ushodna regulacija gena arginaze 1 bile u skladu sa obrascem istovremene niske inflamacije i
imunosupresije, Sto odgovara PICS-u. Pronasli su da su perzistentno visoki procenti MDSC
veoma prediktivni u pogledu loseg funkcionalnog statusa pri otpustu i da su pacijenti sa
takvim nalazom imali vecu verovatno¢u dobijanja bar jedne nozokomijalne infekcije. | ova
grupa je, kao i nasa, pokazala da vrednosti MDSC rastu akutno u sepsi i septicnom Soku.
Pacijenti sa ranim mortalitetom (7. dan) imali su najvece procente MDSC vec¢ u prvih 12 1 24
sata u odnosu na pacijente sa prezivljavanjem duzim od 14 dana, a zatim su procenti MDSC
naglo opadali do smrti. Procenti PMN-MDSC bili su znacajno poviSeni u svim vremenskim
presecima kod pacijenata koji su boravili u JIL duze od 14 dana. 2 Ovi rezultati su sli¢ni

nasem nalazu da su veée vrednosti MDSC udruZene sa nepovoljnim ishodom.

Uhel i saradnici su pronasli znac¢ajno povisene vrednosti M-MDSC kod septi¢nih pacijenata,
ali i kod pacijenata u JIL koji nisu imali sepsu, dok su povisene vrednosti PMN-MDSC bile
specificne za septi¢ne pacijente i perzistirale su najmanje 14 dana. Visok inicijalni udeo
PMN-MDSC u sloju mononuklearnih ¢elija na gustinskom gradijentu bio je, za razliku od M-
MDSC, udruzen sa veé¢im rizikom od naknadnog razvoja nozokomijalnih infekcija. Za
razliku od nas, ovi autori nisu pronaSli statisticki zna€ajnu povezanost izmedu vrednosti
MDSC 1 prezivljavanja/umiranja. 253

Zanimljivo je da je studija Geya i saradnika koja je ispitivala nehirur§ke kritiéno obolele
pacijente u JIL bez traume, koji u vreme uklju¢ivanja u studiju nisu imali teSku sepsu ni
septicni Sok, pokazala veoma znacajan porast procenta CD14"HLA-DR™" M-MDSC i
dramati¢an porast Lin"CD14'CD33"HLA-DR™ PMN-MDSC u poredenju sa zdravim
osobama. 2> PMN-MDSC su eksprimirale visoke nivoe arginaze 1. Autori su uporedili PMN-
MDSC navedenog fenotipa sa CD15"CD14 HLA-DR’ éelijama i utvrdili da te dve populacije
visoko koreliraju. Takode, pacijenti sa visokim nivoom CD15"CD14"HLA-DR" PMN-MDSC
na prijemu imali su povecan rizik od umiranja u prvih 7 dana od ukljuc¢ivanja u studiju, dok
su rezultati za LinCD14'CD33"HLA-DR" ¢elije bili na granici statistitke znacajnosti.
Takode, u ovoj grupi pacijenata PMN-MDSC nisu bile povezane sa nozokomijalnim
infekcijama u prvih 7 dana boravka u internistickoj JIL, pa su autori zakljucili da nema

striktne povezanosti PMN-MDSC sa infekcijama. %
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Darcy i saradnici su iz krvi septi¢nih pacijenata izolovali ’interfazne neutrofile’, tj. neutrofile
koji se izdvajaju na gradijentu gustine zajedno sa mononuklearnim ¢elijama. Ove Celije nisu
nadene u krvi bolnicke kontrolne grupe, nego samo kod pacijenata sa sepsom. S obzirom na
to da su pokazali da interfazni neutrofili dovode do supresije proliferacije i funkcije T ¢elija i
to aktivnoscu arginaze, autori su zakljucili da su ove celije neutrofilne MDSC. Takode su
pokazali da su vrednosti neutrofilnih MDSC bile znacajno poviSene kod pacijenata sa
septi¢nim Sokom u odnosu na septi¢ne pacijente bez Soka, i da su dovodile do kontinuirane
imunosupresije u trajanju od barem 7 dana kod pacijenata sa septi¢nim $okom. **°

Na osnovu navedenih nalaza, ¢ini se da je porast vrednosti M-MDSC kod kriti¢no obolelih
pacijenata nespecifi¢na reakcija do koje dolazi bez obzira na vrstu primarnog insulta, a da je
porast vrednosti PMN-MDSC/LDG ne$to specifi¢niji za sepsu. Ipak, direktno poredenje
navedenih studija s naSom studijom je otezano zbog razlika u ispitivanim kohortama,
razli¢itih mera ishoda, vremena uzimanja uzoraka, vrste sprovedenih analiza i izbora

razli¢itih markera za fenotipsku karakterizaciju MDSC, a naroc¢ito PMN-MDSC.

5.3 Obe glavne subpopulacije MDSC znacajno se akumuliraju u Gram-
pozitivnoj sepsi

Na ekspanziju i aktivaciju MDSC, kao dela imunskog odgovora, uti¢e nekoliko razli¢itih
pozitivne i Gram-negativne sepse, na primer u pogledu citokinskog profila. 2”?® Takode je
pokazano da razliéiti tipovi mikroorganizama mogu da indukuju specifi¢éne podvrste MDSC

delujuéi preko razli€itih tipova receptora (npr. TLR), sa razli¢itim uticajem na ishod bolesti.
166

Veoma zanimljiva studija Janolsove i saradnika pokazala je predominantnu akumulaciju
tipicnih PMN-MDSC (CD14 HLA-DR'CD15"°“CD11b*CD33") i posebno CD14"" PMN-
MDSC kod pacijenata sa Gram-pozitivnom sepsom. Takode su pokazali da su CD14"" PMN-
MDSC znacajno moéniji supresori T-celijske proliferacije ako su izolovane iz pacijenata sa
Gram-pozitivnom sepsom u odnosu na pacijente sa Gram-negativnom sepsom, kao i da
mehanizam supresije zavisi od proizvodnje ROS. Morfoloska analiza je pokazala da su
CD14"" PMN-MDSC izolovane iz pacijenata sa Gram-pozitivnom sepsom i septinim
Sokom heterogena populacija sa velikim brojem blastnih celija, za razliku od istih Celija
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izolovanih iz pacijenata sa Gram-negativnom sepsom koje su morfoloski bile sli¢ne zrelim
PMN, uz prisustvo tipi¢cnih PMN-MDSC sa prstenastim jedrom. S druge strane, udeo tipi¢nih
CD14"HLA-DR™" M-MDSC u odnosu na ukupne mononuklearne ¢elije bio je znadajno
povisen u krvi pacijenata sa Gram-negativnom sepsom. Kad je analiziran procenat M-MDSC
u ukupnoj CD14" monocitnoj populaciji, nadeno je da je on zna¢ajno povisen i u Gram-
pozitivnoj i u Gram-negativnoj sepsi. *>* Nalazi Janolsove i saradnika ukazuju na to da
razliciti tipovi bakterija mogu uticati na mijeloidni odgovor septi¢nog domacina, i u skladu s
tim na nastanak specifi¢nih podvrsta MDSC koje bi, osim $to se morfoloski razlikuju, mogle

imati i razli¢ite funkcije.

U nasoj studiji, 5. dana smo pronasli znacajno vecu ucestalost i apsolutni broj i PMN-MDSC
i M-MDSC kod pacijenata sa Gram-pozitivhom sepsom u odnosu na pacijente sa
polimikrobnom sepsom, pri ¢emu je apsolutni broj PMN-MDSC u Gram-pozitivnoj sepsi
dosegao statisticki veoma znacajnu razliku u odnosu na apsolutni broj PMN-MDSC u
polimikrobnoj sepsi (p < 0,01). Takode, grupa sa Gram-pozitivnom sepsom imala je znacajno
veéi apsolutni broj obe subpopulacije MDSC u odnosu na pacijente sa Gram-negativhom
sepsom (p < 0,05). Multivarijabilnom logistickom regresionom analizom varijabli 5. dana
utvrdeno je da je apsolutni broj M-MDSC nezavisan prediktor Gram-pozitivne sepse. Analiza
Spearmanovog koeficijenta korelacije p potvrdila je da su 5. dana postojale statisti¢ki
znacajne pozitivne korelacije izmedu ucestalosti i apsolutnog broja obe subpopulacije MDSC
i Gram-pozitivne sepse. Moguée objasnjenje ovih razlika moze lezati u osnovnom
razumevanju ekspanzije MDSC koja se vida u malignim bolestima i produZenim infekcijama.
156289 Brza reakcija kostne srzi u odgovoru na Gram-negativne, a moguce 1 polimikrobne
infektivne prouzrokovate mozda ne ostavlja dovoljno vremena za dejstvo razli¢itih
proinflamatornih faktora na mijeloidne prekursore u razli¢itim stadijumima sazrevanja ¢ime
bi ih aktivirali/konvertovali u imunosupresivne celije. Suprotno ovome, Gram-pozitivni
infektivni agensi, indolentniji u pogledu akutnog inflamatornog odgovora, mogli bi dovesti
do produzene izlozenosti kostne srzi dejstvu proinflamatornih faktora kreiraju¢i okolinu koja
pogoduje akumulaciji MDSC. ?* Pored ovoga, u nasoj studiji nije nadena znacajna razlika u
akumulaciji MDSC izmedu pacijenata sa razliitim osnovnim uzrocima sekundarne sepse
(pankreatitis, peritonitis ili trauma) §to govori u prilog veée vaznosti kauzalnog infektivnog

agensa u nastanku MDSC nego vrste primarnog insulta koji dovodi do sekundarne sepse.
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Uhel i saradnici su uradili analizu transkriptoma periferne krvi 29 pacijenata sa sepsom i 15
zdravih donora. U drugu kohortu su ukljuéili 94 pacijenta sa sepsom, 11 pacijenata u JIL
uparenih po tezini bolesti i 67 zdravih donora za proto¢no citometrijsku i funkcionalnu
analizu da bi razjasnili fenotip, supresivnu aktivnost, poreklo i klinicki zna¢aj MDSC kod
pacijenata sa sepsom. 2>* Njihovi rezultati su pokazali da su MDSC glavni &nioci u sepsom
indukovanoj imunosupresiji. Pokazali su da kod septi¢nih pacijenata dolazi do povecane
ekspresije gena povezanih sa regrutovanjem i supresivnom funkcijom MDSC (MMPS,
MMP9, ARG1, S100A8, S100A9, S100A12, PD-L1, IL-4R, IL-10, MyD88, ADAM17 idr.),
kao i smanjene ekspresije gena udruzenih sa inflamatornim odgovorom (CD4, CD8, CD3, IL-
8, IL-6 i dr.). Ekspresija dva kljuéna parametra MDSC, ARGI1 i S100A9, pozitivno je i
znacajno korelirala sa brojem granulocita, dok je obrnuto i znacajno korelirala sa brojem
limfocita. U krvi septi¢nih pacijenata nadene su znafajno povisene vrednosti monocita
(uglavnom CD14"*CD16" podtipa), CD14"HLA-DR"" M-MDSC i CD14 CD15" PMN-
MDSC/LDG, kao i porast broja cirkuliSu¢ih zrelih i nezrelih granulocita. Porast PMN-MDSC
bio je specifi¢an za septi¢ne pacijente U odnosu na pacijente bez sepse i predvidao je razvoj
nozokomijalnih infekcija. Autori su nadalje pokazali da su CD14" monociti (koji su takode i
HLA-DR"™) i CD15" LDG iz septi¢nih pacijenata suprimirali proliferaciju T-éelija in vitro
te da ih treba smatrati za MDSC u sepsi. Takode, nasli su da su kljuéni proizvodaci arginaze
1 u sepsi PMN-MDSC/LDG. Suprotno naSim rezultatima, ovi istraziva¢i nisu pronasli
povezanost PMN-MDSC sa Gram-prebojavanjem uzrocnog mikroorganizma, ali su pronasli

veéi broj CD14"H LA-DR™ monocita kod pacijenata sa Gram-negativnom sepsom. >3

54 Odnosi Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC u predikciji prirode
bakterijemije i ishoda

Istrazivanja MDSC u razli¢itim tumorima i mi§jim modelima sepse ukazala su na veliku
fenotipsku i funkcionalnu plasti¢nost ovih ¢elija u odgovoru na uslove u inflamatornom
miljeu. Studije sa MDSC izolovanim iz miSeva sa sepsom ili tumorima pokazale su da ove
¢elije zadrzavaju sposobnost diferentovanja u DC ili makrofage, pa i u zrele neutrofile u
odgovarajuéim in vitro i in vivo uslovima, 2329122

Osim MDSC, i zreli monociti i granulociti u sepsi pokazuju promene u funkciji i fenotipu.

230251,253.293 Na primer, ’interfazni neutrofili’ koje su Darcy i saradnici detektovali samo kod
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septi¢nih pacijenata, morfoloski su bili meSavina zrelih 1 nezrelih (Stapicastih) neutrofila, a
fenotipski su odgovarali zrelim neutrofilima (visoka ekspresija CD66b, CD15, CD11b,
CD45R0; intermedijarna ekspresija CD16; niska ili odsutna ekspresija CD33, HLA-DR,
CD14, CD62L i dr.). Autori su smatrali da bi ove celije mogle biti hiperaktivirani,
degranulirani zreli granulociti, ali da se, s obzirom na supresivnu funkciju, mogu smatrati za
neutrofilne MDSC. ®*° Janolsova i saradnici su nasli i tipi¢cne CD14” PMN-MDSC i CD14""
PMN-MDSC/LDG kod pacijenata sa sepsom, *! dok su Uhel i saradnici, izmedu ostalog,
pronasli i veoma znacajan porast CD14""CD16" monocita kod septi¢nih pacijenata u odnosu
na zdravu kontrolu, bez znacajne razlike u broju klasi¢nih CD14"CD16™ monocita izmedu

ove dve grupe. **®

Ove nalaze je teSko objasniti time da je porast MDSC u sepsi, a pogotovo M-MDSC,
isklju¢ivo posledica urgentne mijelopoeze pracene oslobadanjem nezrelih mijeloidnih celija
iz kostne srzi u krv. PredloZeno je da bi do ekspanzije MDSC moglo do¢i i reprogramiranjem
ili aktiviranjem postoje¢ih monocita i granulocita, jer je odnos zrelih ¢elija prema MDSC
veoma dinamian i plastigan. 7320827327729497 Oha mehanizma mogla bi funkcionisati
istovremeno jer nisu uzajamno iskljuéiva. Tre¢a moguénost za nastanak MDSC bila bi
ekstramedularna hematopoeza, medutim ovaj mehanizam nastanka MDSC kod ljudi u sepsi
nije ispitan. 13?2 predlozena je i moguénost postojanja supresivne granulopoeze pod

F, 268

uticajem G-CS ali ovaj mehanizam nastanka MDSC kod ljudi je trenutno u domenu

spekulacija.

U skladu s ovim, analizirali smo odnos monocita prema M-MDSC i neutrofila prema PMN-
MDSC za svakog pojedina¢nog pacijenta i u obe vremenske tacke (1. i 5. dan). Kod svih
pacijenata sa sepsom u nasoj studiji doslo je do smanjenja odnosa Ne/PMN-MDSC i porasta
odnosa Mo/M-MDSC u periodu od 1. do 5. dana. Medutim, stratifikacija pacijenata prema
tipu bakterijske kulture pokazala je znacajne razlike. Pacijenti sa Gram-pozitivnom sepsom
pokazali su znacajno smanjenje odnosa Ne/PMN-MDSC i manje izrazeno smanjenje odnosa
Mo/M-MDSC od 1. do 5. dana. lako je kod pacijenata sa Gram-negativnom sepsom takode
doslo do znacajnog smanjenja odnosa Ne/PMN-MDSC, broj njihovih monocita je porastao u
poredenju sa detektovanim brojem M-MDSC. Suprotno obema navedenim grupama, kod
pacijenata sa polimikrobnom hemokulturom 5. dana je doslo do porasta i Ne/PMN-MDSC i

Mo/M-MDSC odnosa. Sve ovo ukazuje na to da su tipovi bakterijskih prouzrokovaca u sepsi

88



pp dr Ivo Udovici¢ doktorska disertacija

znacajno povezani sa odredenim profilom MDSC, dinamikom njihove promene i njihovim

odnosom prema odgovaraju¢im zrelim ¢elijama.

Odnosi Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC nizi od grani¢nih vrednosti su umereno dobri
prediktori Gram-pozitivne sepse i 1. i 5. dana kod kriticno obolelih pacijenata sa
sekundarnom sepsom, a najveéu prediktivnu vrednost ima odnost Mo/M-MDSC 5. dana
(AUC ROC 0,793). Takode, odnosi Ne/PMN-MDSC i Mo/M-MDSC 5. dana, visi od
grani¢nih vrednosti, umereno su dobri prediktori polimikrobne sepse. | kona¢no, u nasoj
studiji je smanjenje odnosa Ne/PMN-MDSC ispod grani¢nih vrednosti bilo udruzeno sa

losim ishodom i 1. 1 5. dana kod kriti¢no obolelih pacijenata sa sekundarnom sepsom.

Bergenfelzova i saradnici su pokazali da kod obolelih od karcinoma dojke sistemske M-
MDSC nastaju iz monocita i da njihov broj korelira sa progresijom bolesti. *® Dodatno,
opservirali su znaCajan porast monocita sa izmenjenim fenotipom i u kontrolnoj grupi
pacijenata sa sepsom. Ovi monociti su pokazivali CD14"HLA-DR"" fenotip, koji je
specifican za M-MDSC, a koji je ve¢ dokumentovan u nekoliko ranijih studija sa septi¢nim
pacijentima tokom kompenzatornog antiinflamatornog odgovora (CARS). 2929299300
Profilisanje genske ekspresije pruzilo je dodatne dokaze da su ove populacije monocita
(ukljuéujuci i M-MDSC) bile sli¢no imunosupresivne i u karcinomu dojke i kod pacijenata sa
sepsom (posebno u antiinflamatornoj fazi), u odnosu na nalaze u grupi sa tuberkulozom
(hroni¢noj lokalnoj infekciji) i zdravoj kontrolnoj grupi. *® Monociti iz grupe sa ranim
karcinomom dojke inhibirali su proliferaciju T ¢elija i proizvodili su sli¢ne nivoe IL-1p, IL-6,
IL-8 i TNF kao i monociti iz grupe sa metastazama, ukazujuéi na to da do promene u funkciji
monocita dolazi rano tokom bolesti, ¢ak i pre promene povrsinskog fenotipa. Dalje, pacijenti
sa sepsom imali su znacajno vise ukupnih CD14" éelija, klasiénih CD14""CD16™ monocita,
CD14""CD16" intermedijarnih monocita i CD14"CD16"" neklasi¢nih monocita U odnosu na
pacijente sa ranim ili metastatskim karcinomom dojke i zdravu kontrolnu grupu, sa
poveéanim odnosom CD16°/CD16™ monocita. Autori su zaklju¢ili da su imunosupresivni
monociti indukovani rano tokom rasta i progresije tumora, odnosno da tumor uti¢e na
monocite mnogo pre njihove ekstravazacije u tumorsko tkivo i sticanja povrsinskog fenotipa
tipi¢nog za M-MDSC. ?*® Na osnovu opservacije sli¢nih fenotipskih i molekularnih nalaza
kod pacijenata sa karcinomom dojke i sepsom, pretpostavili smo da bi progresija sepse mogla

da dovede do reprogramiranja monocita i granulocita na isti nacin.
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Proces reprogramiranja nije redak dogadaj i mogao bi da ima fizioloSke implikacije. Zhao 1
saradnici su pokazali da ljudske ekstravilozne trofoblastne ¢elije efikasno menjaju program
diferencijacije u monocitima, indukujuéi njihovo sazrevanje u pravcu tolerogenih dendritskih
¢elija (DC). U prisustvu ovih trofoblastima indukovanih DC monocitnog porekla proliferacija
CD4" T-¢elija bila je smanjena, dok je procenat Foxp3*CD25'CD4* Ty bio povecan. ***
Sama sepsa indukuje brojne promene u funkcijama monocita. Shalova i saradnici su pokazali
da u monocitima pacijenata sa Gram-negativnom sepsom dolazi do znacajne ushodne
regulacije gena povezanih s inflamacijom (IL-1B, IL-6, CCL3, CCL5), ali takode i gena
povezanih sa remodelovanjem tkiva i zarastanjem rana (VEGF, MMP). Zanimljivo je da su
septicni monociti imali 1 vecu ekspresiju antiinflamatornog IL-10 istovremeno sa poveanom
ekspresijom proinflamatornih citokina i hemokina. Medutim, transkriptomski odgovor
septi¢nih monocita na endotoksin ex vivo bio je izmenjen. Doslo je do nishodne regulacije
proinflamatornih gena i pojedinih gena znacajnih za prezentaciju antigena. Medutim, geni
znacajni za fagocitozu i antimikrobnu aktivnost bili su i dalje inducibilni ili slabije
suprimirani. Autori su pronasli da je HIF-1a bio specifi¢no ushodno regulisan u monocitima
septi¢nih pacijenata, ali ne i u kontrolnim monocitima. Pokazali su da HIF-1a, preko
indukcije ekspresije gena IRAKS3, negativno reguliSe aktivaciju monocita putem TLR,
dovode¢i do smanjenog proinflamatornog odgovora septi¢nih monocita na endotoksin, §to je
poznato kao endotoksinska tolerancija. Takode, deluju¢i direktno tj. nezavisno od gena
IRAKS, aktivacija HIF-1a pojacava antimikrobnu i fagocitnu funkciju septi¢nih monocita,
kao i njihovu sposobnost reparacije tkiva. 3 lako ova studija nije ispitivala MDSC, autori su
zakljucili da je HIF-1a vazan regulator reprogramiranja monocita u pravcu imunosupresivnog

fenotipa kod pacijenata sa sepsom.

5.5 Imunomodulatorna terapija sepse

Aktuelna definicija sepse naglasava da je u ovom zivotno ugrozavaju¢em Sindromu
*poremedéena regulacija odgovora domaéina na infekciju’. ® Ni posle tri decenije od prvih
klinic¢kih ispitivanja potencijalnih imunomodulatornih terapija, nemamo nijednu novu
regristrovanu adjunktivnu terapiju ili meru kojom bismo uticali na ponovno uspostavljanje
imunske homeostaze kod septi¢nih pacijenata. 303 Arsenal kojim trenutno raspolazemo u
borbi protiv sepse (antibiotici, kontrola izvora infekcije, mere podrske organima i sistemima

organa) omogucava da vecéina pacijenata danas prezivi ranu hiperinflamatornu fazu sepse.
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Medutim, znacajan deo prezivelih pacijenata ima produzen tok bolesti sa komplikacijama
koje ukazuju na postojanje perzistentne inflamacije, imunosupresije i katabolizma (PICS). 2>
Drugacije receno, jedan deo pacijenata bi mogao imati koristi od antiinflamatorne terapije, a
drugi od imununostimulatorne. Izazov lezi u identifikaciji pravih kandidata za odgovarajucu
imunomodulatornu terapiju, s obzirom na to da danas nemamo pouzdane markere koji ¢e
precizno ukazati na fazu sepse u kojoj se pacijenti nalaze. **** Trenutno su, kao markeri
inflamacije, u $iroj klinickoj upotrebi C-reaktivni protein i prokalcitonin, a vazan pokazatelj
sepsom indukovane imunosupresije je limfopenija. Medutim, nijedan od ovih markera nije
pouzdan u demarkiranju hiperinflamatorne od imunosupresivne faze sepse. Medu markerima
koji se trenutno ispituju, najvise obecava ekspresija HLA-DR na cirkuliSsu¢im monocitima,

jer niska ekspresija HLA-DR ukazuje na imunoparalizu. 2***%

Prema dostupnim podacima, u toku je viSe klinickih studija koje ispituju nove

imunoadjuvantne terapije. 3%3%

Uskoro se o¢ekuju rezultati ispitivanja GM-CSF, IL-7 i anti-
PD-L1. Faktor rasta GM-CSF je u fazi 3 klinickih ispitivanja na pacijentima sa teSkom
sepsom i septi¢nim Sokom koji imaju imunosupresiju udruzenu sa sepsom (NCT02361528).
Biomarker koji se koristi za vodenje terapije je HLA-DR sa vrednostima ispod 8000
antitela/Celiji. Mera ishoda je najmanje jedna infekcija stecena u JIL tokom 28 dana ili pri
otpustu. ZavrSena je i faza 2 klinickog ispitivanja IL-7 na pacijentima sa sepsom
(NCT02640807). Biomarker je limfopenija (apsolutni broj limfocita < 900 ¢elija/mm®), a
primarna mera ishoda je normalizacija broja limfocita. I kona¢no, zavrSena je 1 1. faza
klinickog ispitivanja anti-PD-L1 na pacijentima sa teSkom sepsom 1 septicnim Sokom

(NCT02960854), ¢iji je cilj da se ispitaju bezbednost, tolerabilnost i farmakokinetika ovog

inhibitora imunskih kontrolnih tagaka. ***%%

Nadamo se da ¢emo u skoroj buduc¢nosti imati 1 preciznije imunomarkere i efikasnu

imunoadjuvantnu terapiju barem za neke subpopulacije pacijenta.
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6. ZAKLJUCAK

Jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljena uloga MDSC u razli¢itim klinickim kontekstima,
naroCito u sepsi gde su istovremeno pokrenuti 1 proinflamatorni i antiinflamatorni odgovori.
U ovoj studiji pokazujemo da se subpopulacije koje korespondiraju sa MDSC mogu
fenotipski identifikovati u uzorcima pune Krvi septi¢nih pacijenata, te da su njihova poveéana
uestalost i apsolutni broj povezani sa lo§im ishodom. Sto se ti¢e relativne kinetike, pronasli
smo da je 1 kod prezivelih 1 kod umrlih trajanje sepse od 1. do 5. dana bilo prac¢eno porastom
vrednosti obe ispitivane subpopulacije MDSC. Pronasli smo da Gram-pozitivni infektivni
agensi snazno indukuju nastanak MDSC u sepsi. Takode, u nasoj studiji osnovni uzroci
sekundarne sepse nisu uticali na akumulaciju MDSC. Iako su MDSC korelirale sa lo§im
ishodom, ne mogu se izvuéi ¢vrsti zakljucci o kauzalnoj povezanosti izmedu ekspanzije i
akumulacije MDSC, s jedne strane, i loSeg ishoda, s druge. Ekspanzija MDSC mogla bi biti
posledica dejstva snaznog insulta koji je istovremeno sa pokretanjem hiperinflamatornog
odgovora pokrenuo i snazan antiinflamatorni odgovor, $to je pokuSaj imunskog sistema da
uspostavi homeostazu. Neophodne su multicentri¢ne studije sa ve¢im brojem pacijenata za

dalje istraZivanje ovih intrigantnih celija.
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