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Endotelna disfunkcija u sepsi

Endothelial dysfunction in sepsis
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SAZETAK. U fizioloskim uvjetima, endotel predstavlja dinamicku strukturu vaznu u odrZavanju tonusa krvnih Zila,
requlaciji protoka krvi uz stijenke krvnih Zila, vaskularne propusnosti, puteva zgrusavanja i adhezije leukocita. U
sepsi, djelovanjem patogena i njihovih topljivih ¢imbenika dolazi do aktivacije endotela, oStecenja endotelnog
glikokaliksa (EG) te pokretanja brojnih mehanizama kojiimaju kljuénu ulogu u razvoju i progresiji sepse. Nadalje,
disfunkcija endotela i ostecenje EG ima za posljedicu snazni proupalni, prokagulacijski, proadhezivni i proapopto-
ticni odgovor koji dovodi do disrequalacije vaskularnog tonusa, povecane propusnosti krvnih Zila, povecane adhe-
Zije i migracije leukocita uzrokujui razvoj Soka i viseorganskog zatajenja. U ovom preglednom radu prikazani su
struktura i funkcija endotela i EG, opisani su mehanizmi njihovoga otecenja tijekom sepse te posljedice koje
nastaju njihovom disfunkcijom. Nadalje, iznijete su do sada poznate cinjenice 0 metodama detekcije endotelne
disfunkcije te mogucnostima njenog lijecenja u sepsi s ciljem unapredenja lijecenja septicnih bolesnika.

SUMMARY. Under physiological conditions, the endothelium is a dynamic structure important for maintaining
blood vessel tone, requlating blood flow along vessel walls, vascular permeability, coagulation pathways, and
leukocyte adhesion. In sepsis, exposure to pathogens and their soluble factors leads to activation of the endothe-
lium, damage to the endothelial glycocalyx (EG), and initiation of numerous mechanisms that play a key role in
the development and progression of sepsis. In addition, endothelial dysfunction and damage to the EG resultin a
potent proinflammatory, procoaqulant, proadhesive, and proapoptotic response, leading to dysrequlation of vas-
cular tone, increased vascular permeability, increased leukocyte adhesion and migration, and the development of
shock and multiorgan failure. In this review, the structure and function of the endothelium and EG are summa-
rized and the mechanisms of their damage during sepsis as well as the consequences of their dysfunction are
described. In addition, available knowledge about the methods of detecting endothelial dysfunction and the

possibilities of its treatment in sepsis are presented, with the aim of improving the treatment of septic patients.

Sepsa je zivotno ugrozavajuca disfunkcija organa
posredovana disreguliranim odgovorom domacina na
infekciju te je pracena viskom stopom pobola i smrt-
nosti (1). Sustavna je bolest koja zahvaca sve organe i
organske sustave uklju¢ujucii endotel za koji je smatra
da je prvi koji je zahvacen u sepsi i koji poti¢e snazan
odgovor organizma na infekciju (2). Tijekom sepse,
molekularni obrasci povezani s patogenima, PAMPs
(eng. pathogen-associated molecular pattern) se vezu
za receptore na endotelnim stanicama, dovode do nji-
hove aktivacije, naru$avanja njihove strukture i funk-
cije (3). Aktivirane endotelne stanice luce vazoaktivne
tvari, proupalne citokine i kemokine (2). Uslijed upal-
noga odgovora, u sepsi dolazi do ostecenja endotelnog
glikokaliksa (EG) te povecanja koncentracije raspad-
nih produkata EG-a u cirkulaciju (4). U fizioloskim
uvjetima postoji ravnoteza reaktivnih oksidansa i anti-
oksidansa na razini metabolizma endotelnih stanica.
Medutim, u sepsi dolazi do narusavanja ravnoteze i
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povecane proizvodnje reaktivnih oksidansa te poslje-
di¢nog oksidacijskog stresa. Nadalje, dolazi do nakup-
ljanja neutrofila i makrofaga na mjestu infekcije $to
dodatno o$tecuje endotel. Aktivirani i disfunkcionalni
endotel dovodi do proupalnog, proapoptoti¢nog,
proadhezivnnog i prokoagulacijskog stanja $to ima za
posljedicu poremecaj mikrocirkulacije, pove¢anu ka-
pilarnu propusnost i poremecéenu tkivnu perfuziju (5).

Struktura i funkcija endotelnog glikokaliksa

Endotelne stanice su na svojoj luminalnoj povrsini
pokrivene EG-om, Zelatinoznim slojem glikoziliranih
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proteina (6) koji sprjecavaju izravni dodir krvnih ele-
menata sa stijenkom krvne zile (7). On ima vaznu
ulogu u fiziologiji krvnih Zila utje¢u¢i na propusnost
zilne stijenke, adheziju leukocita u pocetnim fazama
upalnog i imunosnog odgovora te sprjecavanje zgrusa-
vanja krvi (8). EG proizvode endotelne stanice, a raz-
graduje se djelovanjem mehanickih i biokemijskih po-
drazaja (9). Kako iza ostecenja slijedi proces obnav-
ljanja, EG predstavlja vrlo dinami¢nu strukturu koja se
neprestano mijenja (10). Mehanicko ostecenje je po-
sljedica stalnog dodira EG s tlakom u krvnih Zilama i
deformacijama izazvanim stresom sile smicanja usli-
jed trenja nastalog izmedu struje krvi i endotelnih sta-
nica. Obzirom da je EG izravno povezan sa stanicnom
membranom i citoskeletom, zamijeceni stres smicanja
(mehanosenzacija) prenosi (mehanotransdukcija) na
endotel (11). Na taj nacin EG pretvara sile nastale krv-
nom strujom u funkcijske i geneticke promjene unutar
endotelnih stanica (12). Primarni rezultat je aktivacija
sintaze endotelnog dusikovog oksida (eNOS), $to re-
zultira pove¢anom proizvodnjom i otpustanjem dusi-
kova oksida (NO) koji utjece na tonus krvnih zile i
izaziva vazodilataciju (13). Time se modulira lokalna
opskrba kisikom, $to doprinosi odrzavanju homeosta-
ze u perifernim tkivima (14). Ovakve funkcijske zna-
¢ajke EG-a omogucene su njegovom strukturom.
Glavne komponente EG-a su proteoglikani i glikopro-
teini, adhezijske molekule koje su izravno povezane s
endotelnim stanicama. One tvore mrezu u koju se
ugraduju razli¢ite molekule, ve¢inom plazmatski pro-
teini, razlic¢iti enzimi i kofaktori (15, 16). Proteoglikani
tvore bazi¢nu strukturu EG-a. Sastoje se od proteinske
jezgre na koju su kovalentnim vezama pri¢vrsceni gli-
kozaminoglikani (GAG), dugi nerazgranati lanci gra-
deni od disaharida (17). Neki od GAG-a su heparan
sulfat (koji ¢ini do 90% GAG-a), hondroitin sulfat,
hijaluronska kiselina i dermatan sulfat (12, 18). Upra-
vo sulfonacija GAG-a najvi$e pridonosi negativnom
naboju EG-a, a time i vezivanju proteina iz krvi na EG

Dvije glavne vrste proteoglikana u EG-u su sindeka-
ni i glipikani, a uz njih i biglikani, dekorini, mimekani
i perlekani. Za sada su poznate Cetiri vrste sindekana
(sindekan-1, 2, 3 i 4), od kojih je u EG-u najzastuplje-
niji sindekan-1 (20). Sindekani su transmembranski
proteini pa stoga imaju izvanstani¢ne, transmembran-
ske i citosolne domene. Izvanstani¢na domena veze
GAG i prima izvanstani¢ne signale, koji se potom pre-
nose preko transmembranskog i citosolnog odsjecka.
Rep citosolnog odsjecka je u kontaktu s protein kina-
zom C, preko koje moze pokrenuti brojne unutarsta-
ni¢ne signalne puteve (20). Zbog svoje povezanosti s
proteinima citoskeleta, sindekani sudjeluju u procesu
mehanotransdukcije (21). Poznato je i da sindekani
sudjeluju u regulaciji upalnog odgovora. Naime, GAG
lanci u molekuli sindekana vezu citokine i pokrec¢u
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upalni odgovor. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da
su sindekani ukljuceni u razli¢ite aspekte upale, da se
njihov izrazaj povecava tijekom upale te da postoji po-
vezanost izmedu koncentracije sindekana u serumu i
jacine upale (20).

Sto se ti¢e glipikana, u sisavaca je do sada utvrdeno
postojanje Sest glipikana, ali je glipikan-1 jedini koji je
izrazen na endotelnim stanicama (22). On se sastoji od
proteinske jezgre i tri lanca heparan sulfata (23). Za
razliku od sindekana, glipikani nisu transmembranski
proteini, ve¢ se za membranu vezu preko spojnih mo-
lekula glikozilfosfatidilinozitola i to u podrucjima li-
pidnih splavi vrlo bogatim signalnim molekulama
(24). Stoga glipikan-1 ima ulogu koreceptora u broj-
nim signalnim putevima i sposobnost modulacije tih
puteva, a sudjeluje i u procesima mehanosenzacije i
mehanotransdukcije (23) Istrazivanja na stani¢nom i
animalnom modelu pokazala su da inhibicija glipika-
na-1 rezultira poremecajem funkcije endotelne stanice
te razvojem upale potaknute povecanim izrazajem
upalnih gena i adhezijom monocita, kao i inhibicijom
izrazaja NO (12).

Glikoproteini imaju kratke ugljikohidratne bo¢ne
lance koji zavr$avaju sijalicnom kiselinom (25). Ona
znacajno pridonosi negativnom naboju EG-a koji sluzi
kao barijera za prolaz negativno nabijenih molekula i
stanica, ukljucujudi eritrocite i aktivirane trombocite
(11) Mnogi glikoproteini pripadaju stani¢nim recepto-
rima iz skupina selektina, integrina ili imunoglobuli-
na. Od osobitog znacaja su njihove varijabilne izvan-
stani¢ne domene koje im omogucuju specifi¢ne funk-
cije. Tako kod selektina vezu ugljikovodi¢ne skupine,
kod imunoglobulina sudjeluju u prepoznavanju vlasti-
tih antigena, a kod integrina sluze kao receptori za
proteine izvanstani¢nog matriksa (16)

Osim do sada navedenih funkcija, EG ima sredisnju
ulogu u obrani krvozilnog sustava i tkiva od razli¢itih
patogena osiguravajudi fizicku barijeru i sprjecavajuci
adheziju (11) Naime, kada bakterije udu u krv moraju
proci kroz endotelne stanice da bi kolonizirale tkiva.
Kako vecina bakterija ima negativno nabijenu povrsi-
nu, negativno nabijeni EG ih odbija i sprjec¢ava njihov
prodor u endotelne stanice (26). Medutim, snazna
upala i aktivacija endotelnih stanica narusava ravnote-
zu i dovodi do oste¢enja EG-a.

Ostecenje endotela
i endotelnog glikokaliksa u sepsi

Ostecenje endotela i upala

Ulaskom patogena i njihovih topljivih ¢imbenika u
krv te razvojem sepse vrlo brzo dolazi do aktivacije
enodotela i razvoja snaznog upalnog odgovora. Sma-
tra se da su aktivacija endotela i o$tecenja EG-a glavni

modulatori upalnog odgovara u sepsi (27). Snazni
upalni odgovor koji se javlja u sepsi, a potaknut je pa-
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togenom, potice lucenje brojnih proupalnih citokina
[interleukina (IL)-1, ¢imbenika tumorske nekroze alfa
(TNF-a, eng. tumor necrosis factor alpha, IL-6, IL-12,
IL-17] iz aktiviranih limfocita (28). Nadalje, endotelne
stanice izrazavaju na svojoj povrsini receptore za pre-
poznavanje signala opasnosti, tzv. PRRs (od eng.
pattern recognition receptors) i PAMPs ¢ija je uloga
prepoznavanje molekularnih obrazaca na patogenima
(3). U ovu skupinu ubraja se nekoliko vrsta membran-
skih receptora poput CD205, CD206, CD209 te najvise
istrazivani receptori sli¢ni Toll-u, TLRs (od eng. Toll
like receptors) (3). Tijekom sepse, lipopolisahardi
(LPS) Gram-negativnih bakterija se vezu za TLR4 koji
je je obilno izrazen na aktiviranim endotelnim stani-
cama te se pokrece put signaliranja koji ukljucuje akti-
vaciju nuklearnog faktora-kB (NF-kB) s posljedi¢nim
prepisivanjem proupalnih gena i sinteze prouplnih ci-
tokina, osobito IL-1b, IL-6 i TNF-a. Izlu¢eni proupalni
citokini imaju znacajnu ulogu u pojacavanju upalnog i
modulaciji imunog odgovora. Dodatno, IL-1b, IL-6 i
TNF-a vezu se za endotelne stanice, poti¢u izrazaj
adhezijskih molekula, osobito selektina (E-selektin, i
P-selektin), integrina, ¢lanova superobitelji imunoglo-
bulina (ICAM, eng. intracellular adhesion molecules) i
vaskularnih adhezijskih molekula-1 (VCAM-1, eng.
vascular cell adhession molecule-1) na njihovoj povr$ni
te omogucuju vezivanje leukocita i njihovo kotrljanje
na povrsni endotela u prvoj fazi bolesti (27, 29). U
drugoj fazi bolesti, leukociti se dodatno aktiviraju ke-
mokinima (CXCL1, CXCL2, CXCL5 i CXCL8) koje
luce aktivirani makrofazi i endotelne stanice. Aktivi-
rani leukociti dodatno se vezu za adhezijske molekule
na povrsni aktiviranih enodotelnih stanica ¢ime se
omogucuje njihov izlazak iz cirkulacije (30). Jedna od
tih adhezijskih molekula na koju se vezu leukociti su
selektini, koji se dodatno aktiviraju i pojacavaju upalni
odgovor (31). Kako se upala pojacava, adhezijske mo-
lekule se odvajaju od endotela i EG-a te se mogu naci
u povisenim koncentracijama u plazmi septi¢nih bole-
snika (32). Pokazalo se da povisene serumske koncen-
tracije E-selektina, P-selektina, ICAM-1, VCAM-1 ko-
reliraju s tezinom sepse i smrtnos¢u (33-35). Nadalje,
aktivacija endotela i o$tecenje EG-a poti¢u kompenza-
cijski protuupalni odgovor u endotelnim stanicama,
nishodno reguliraju i izrazaj adhezijskih molekula i
proupalnih citokina, suprimiraju mitogen aktiviranu
protein kinazu (MAPK, eng. mitogen activated protein
kinase) i put aktivacije NF-kB (36).

Ostecéenje endotela i koagulopatija

Endotel zajedno s EG-om posjeduje svojstva koja u
fizioloskim uvjetima sprjecavaju aktivaciju puteva
zgrusavanja krvi lucenjem antikoagulacijskih moleku-
la kao $to su inhibitor tkivnog puta (TFPI, eng. tissue
factor pathway inhibitor), protein C receptor i trombo-
modulin te time omogucuju nesmetani protok krvi
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kroz krvne zile (37). Antikoagulacijska obiljezlja en-
dotela su narusena u sepsi (38, 39). Proupalni posred-
nici inaktiviraju TFPI, a aktivirane endotelne stanice
na svojoj povrsini izrazavaju tkivni faktor (TF) kojim
zapocinje unutra$nji put zgrusavanja krvi (40). Aktivi-
rani TF ima visoki afinitet vezanja za faktore VII i X
koje aktivira i time zapocinje prokoagulacijsku kaska-
du s posljedi¢nim stvaranjem trombina, fibrina i akti-
vacijom trombocita (41).

Nadalje, u sepsi endotel luc¢i povecane koncentracije
inhibitora aktivatora plazminogena-1 (PAI-1, eng.
plasminogen activator inhibitor-1) koji potiskuje put fi-
binolize. Visoke koncentracije PAI-1 u plazmi septi¢nih
bolesnika povezne su s visokom pojavom viseorganskog
zatajenja (42). Neravnoteza izmedu protromobitickog i
antifibrinolitickog puta u sepsi dovodi do razvoja dise-
minirane intavaskularne kogulopatije koja pogorsava
tijek lijecenja bolesnika sa sepsom (43).

Endotelne stanice u sepsi upravljaju procesom zgru-
$avanja krvi uzrokujuéi aktivaciju trombocita (44).
Aktivirani trombociti luce brojne citokine (IL-1a) i
kemokine (CCL2) s posljedicnom pojacanim izraza-
jem ICAM-1 na povrsini endotelnih stanica (45). U
sepsi su tromobiciti znac¢ajni izvor mikrocestica koje
pojacavaju sustavni upalni odgovor.

Ostecenje endotela i povecana propusnost

Endotel ima znac¢ajnu ulogu u selektivnoj propusno-
sti i regulaciji vaskularne ravnoteze koja je posljedica
razlic¢itih adherentih veza kadherina i tijesnih spojeva
klaudina-okludina (46, 47). U sepsi proupalni posre-
dici uzrokuju fosforilaciju untarstani¢cne domene
kadherina vaskularnog endotela, njegovu internali-
zaciju putem vezikula bogatih klatrinom, a to dovodi
od pojacane propusnosti (48-49). Nadalje, snazni pro-
upalni odgovor dovodi do kidanja tijesnih spojeva
smanjivanjem koncentracije okludina (50). Visoke
koncentracije TNF-a u sepsi odgovorne su za cijepanje
klaudina-5 i posljedi¢no povecanje endotelne propu-
snosti (51). U odrzavanju propusnosti endotela zna-
¢ajnu ulogu imaju angiopoetin-1 (Ang-1) i angiopo-
etin-2 (Ang-2) te njihovi transmembranski endotelni
tirozin kinaze receptori Tiel i Tie2 (52). Ang-1 svojim
vezivanjem na Tie 2 djeluje antagonisticki te potice
prezivljavanje i migraciju endotelnih stanica te sprje-
Cava propusnost vaskularnog endotela (53), dok Ang-2
djeluje suprotno, antagonizira u¢inak Ang-1 i uzroku-
je povecanu propusnost entotela (52). Ang-2 je ushod-
no reguliran u bolesnika sa sepsom te korelira s tezi-
nom bolesti (54), a pretpostavlja se da je njegov izrazaj
posljedica snazne proupalne citokinske stimulacije (55).

Ostecenje endotela i slobodni kisikovi radikali

Endotel je jedan od izvora stvaranja i lucenja reak-
tivnih kisikovih radikala (ROS, eng. reactive oxgen spe-
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cies) i reaktivnih dusikovih radikala (RNS, eng. reacti-
ve nitrogen species) vaznih u odrzavanju vaskularne
popustljivosti, angiogeneze i odgovora na akutnu
upalu (56). U fizioloskim uvjetima odrzava se ravno-
teza stvaranja i odstranjivanja ROS-a i RNS-a. Super-
oksid (O*) koji se stvara odmah se pretvara u vodikov
peroksid (H,0,) uz pomo¢ superoksid dizmutaze
(SOD), a potom katalazom i perokidazom u vodu. Za
aktivnost SOD-a potrebni su razli¢iti enzimatski i ne-
enzimatski sustavi kako bi se odrzala ravnoteza stvara-
nja i aktivnosti ROS-a. Medutim u patoloskim uvjeti-
ma, kao §to je sepsa dolazi do pojac¢anog stvaranja i
lu¢enja ROS-a, RNS-a te smanjene i neprikladne ak-
tivnosti antioksidacijskog sustava (5, 57). U sepsi, akti-
virani limfociti pojac¢ano lu¢e ROS i RNS koji dovode
do ostecenja EG-a, ali i aktivacije endotelnih stanica
koje takoder stvaraju ROS i RNS kao posljedicu mito-
hondrijske disfunkcije (58). Mitohondrijska disfunk-
cija, aktivacija ksantin oksidaze, eNOS-a, enzima
P-450 citokroma, lipooksigenze i NADPH oksidaze
uzorkuju pojacano stvaranje i lu¢enje ROS-a (3).
Dodatno, pojacani izrazaj eNOS-a znacajno pove-
¢ava stvaranje NO (59) koji stimulira topljivi oblik
guanilat ciklaze na stvaranje povecene koncentrcije
c¢GMP-a u glatkim misi¢ima krvnih zila (59, 60).
Povecano stvaranje ROS-a i RN-a$ u sepsi dovodi
do oksidacije bjelancevina i lipida te ostecenje DNK.
Rezultat je smanjenje vaskularnog tonusa, promjene
koagulacije, ostecenje EG-a, pojacan izrazaj adhezij-
skih molekula, vezivanje limfocita i trombocita za sti-
jenku endotela te pojacana vaskularna propusnost (5).

Posljedice endotelne disfunkcije u sepsi

Tijekom upale narusava se homeostaza endotelnog
sloja (61, 62). Endotelne stanice krvnih Zila prve dola-
ze u kontakt s patogenima ili $tetnim metabolitima pa
je njihova reakcija medu prvim upozorenjima na po-
tencijalnu opasnost (63, 64). Poticanje endotelnih sta-
nica stranim antigenima dovodi do brzog odgovora,
koji nije ovisan o izrazaju gena i odgovor je na ligande,
koji se vezu na stani¢ne receptore endotelnih stanica s
posljedi¢cnom provodnjom signala u stanicu. Novona-
stali signal razvija u endotelnim stanicama nove funk-
cije, koje ih ¢ine aktivnim sudionikom u upalnom pro-
cesu (28). U zivotinjskim eksperimentalnim modeli-
ma i u ljudi LPS potice luc¢enje IL-1b, IL-6 i TNF-a iz
endotelnih stanica, $to se laboratorijski ocituje u po-
rastu CRP-a i aktivaciji proupalnog imunoloskog od-
govora (65-68). Iako mnogi receptori stimuliraju
NF-kB put (69), aktivacija TLR4 pomocu TNF-aq,
IL-1b ili stimulacije s LPS-om iz Gramm-negativnih
bakterija su zna¢ajni mehanizmi aktivacije u upalnom
okruzenju poput sepse, jer poticu klasi¢nu aktivaciju
makrofaga (70), ali i potencijalnih antigen predo¢nih
stanica poput endotelnih stanica. To potvrduju pove-
¢ane koncentracije IL-1b, TNF-a u plazmi bolesnika
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tijekom sepse (2, 28, 67). Osim stvaranja i lucenja
IL-1b i TNF-a, prijenos signala putem NF-kB moze
uzrokovati bezbrojne varijacije u izrazaju gena ovisno
o medudjelovanju s drugim signalnim putovima, koji
trenutno postoje u stanicama (69). To stvara specificne
odgovore endotelnih stanica i makrofaga u razli¢itim
tkivima i uvjetuje njihovo medudjelovanje s limfocit-
nim subpopulacijama u sepsi (71, 72). Regrutirani ba-
zofili mogu luditi histamin koji stimulira endotelnu
stanicu poviSenjem razine unutarstani¢nog kalcija
(73). Posljedica toga je stvaranje prostaciklina i NO-a,
koji dovode do vazodilatacije, koja se u tkivu ocituje
kao hiperemija, smanjenje perifernog otpora i sma-
njenje arterijskog tlaka specifi¢nih za $ok (73). Dolazi
do kontrakcije aktinskih niti u endotelnim stanicama
¢ime se otvaraju procijepi medu susjednim endotel-
nim stanicama, $to je najjace izrazeno u postkapilar-
nim venulama te dolazi do pojac¢ane propusnosti en-
dotela i izlaska proteina i stanica u medustani¢ni pro-
stor, koji postaje popriste djelovanja regrutiranih leu-
kocita u akutnoj upali, a rezultira otjecanjem upaljenog
tkiva (73). Wiebel-Paladijeva tjelesca oslobadaju svoj
sadrzaj egzocitozom, a adhezijske molekule poput P-
selektina se ugraduju u stani¢nu membranu endotel-
nih stanica uz ¢imbenik aktivacije trombocita ¢ime se
omogucava adherencija krvnih stanica za endotel. Pod
utjecajem kemokina CXCLS8 najprije izlaze neutrofili
iz kapilara u medustani¢ni prostor (74). To je pred-
uvjet za pocetno stvaranje stani¢nog (tvrdog) upalnog
infiltrata, za razliku od mekog otjecanja, koji nastaju
prvenstveno zbog vecée koli¢ine vode i fibrinogena u
medustani¢nom prostoru (73). Daljnji izlazak protei-
na i stanica iz kapilara potkrijepljen je upalnim tvari-
ma, koje luce cirkulirajudi leukociti i leukociti tijekom
leukodijapedeze. Kako upalni proces napreduje, endo-
telne stanice i dalje postupno mijenjaju fenotip tj. izra-
zaj adhezijskih molekula i kemokina, a time i propu-
snost za leukocitne podvrste koje se regrutiraju u
upalni infiltrat (73). U tkivima se neutrofilni infiltrat
postepeno zamjenjuje monocitima pod djelovanjem
adhezijskih molekula VCAMI i ICAM te izrazajem
proupalnog kemokina CCL2 (73). CCL-2 privlaci pro-
upalno aktivirane monocite koji izrazavaju CC recep-
tor (CCR) 2 na mjesto upale (70, 72,74). Nadalje akti-
virani endotel u upali stvara puno IL-15 koji je odgo-
voran za regrutiranje aktiviranih i miruju¢ih stanica
NK i njihovu daljnju aktivaciju u tkivu (75). Stanice
NK jos uvijek predstavljaju nespecifi¢ni upalni odgo-
vor, koji uvijek prethodi specifi¢cnoj imunoloskoj reak-
ciji. CCL-3, izrazen na endotelnim stanicama u sepsi
(76) privlaci $iri raspon stanica (proupalno aktivirane
pomocnicke limfocite T, stanice NK, monocite i den-
driti¢ne stanice) nakon povezivanja s CCR1 ili CCR5
na njihovim stani¢nim membranama (77, 78). U skla-
du s time, pomo¢nicki limfociti T, aktivirane stanice
NK i monociti/makrofagi se regrutiraju u upaljeno
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tkivo tijekom sepse (79). To se dogada kada nespecifi¢-
na upalna reakcija ne uspije otkloniti uzrok upale, a
upalni se proces nastavlja specificnom imunoloskom
reakcijom posredovanom limfocitima T i B (73, 79).
Endotelne stanice tada poprimaju ulogu antigen pre-
do¢nih stanica koje predocavaju antigene izvr$nim
limfocitima T (64, 73). Poti¢u umnozavanje limfocita
T i stvaranje citokina te pamcenje reakcije prema odre-
denom antigenu (63). Izrazaj MHC I i MHC II mole-
kula pretezno na endotelnim stanicama malih krvnih
zila je odgovorno za prosljedivanje prvog signala akti-
vacije limfocita T (63). Kostimulacijske molekule
CD80 i CD86 na edotelnoj stanici, sudjeluju u provod-
nji drugog aktivacijskog signala za limfocite T putem
njihova receptora CD28 (80, 81,82). Osim toga, endo-
telne stanice imaju ligande za dodatne kostimulacijske
puteve preko CD2 molekule, 4-1BB, OX40 i ICOS
(eng. inducible T cell co-stimulator) koji posreduju raz-
voj limfocita T s pamcenjem (64). Lucenje proupalnih
citokina i kemokina iz endotelnih stanica aktiviranih s
LPS-om predstavlja tre¢i signal za limfocite T, koji ih
orijentira u luc¢enju proupalnih citokina i kemokina
(83, 84, 85) i usmjerava imunoloski odgovor prema
proupalnim imunoloskim zbivanjima u sepsi (79).
Time regrutirane leukocitne subpopulacije funkcijski
sazrijevaju, postaju citotoksi¢ne, luce dodatne pro-
upalne citokine i brzo se mnoze na mjestu upale shod-
no djelovanju proupalnih tvari s ciljem uc¢inkovitog
uklanjanja zarazenih stanica i mikroorganizama iz
izvanstani¢nog prostora (64, 79). Kada je prisutna traj-
na upala zbog nemogucnosti otklanjanja uzroka, en-
dotelne stanice sudjeluju u procesu angiogeneze i
stvaranju novih krvnih zila $to omogucava djelovanje
lokalno nakupljenih imunoloskih stanica koje se na
tom podru¢ju mogu cak organizirati u tercijarne
limfne organe (64, 79). U tom slucaju endotelne sta-
nice venula mijenjaju znatno svoj izgled i funkciju
kako bi omogucile imunoloskim stanicama ulazak u
upalno podrucje (79).

Tijekom tako aktivnog upalnog procesa, aktivacija
NF-kB u stanici ima dvostruko djelovanje (66, 69).
Umjereno stimulirano NF-kB signaliranje potice sta-
ni¢no umnazanje i stjecanje novih funkcija, dok njego-
va snazna aktivacija potice stani¢nu smrt apoptozom
na nacin ovisan o kaspazama (69, 86). Stoga tijekom
upalnog procesa u sepsi dolazi do o$tecenja endotel-
nih stanica i do njihove smrti $to je posredovano s
TNF-a, IL-1 i interferona gama (IFNy) koje luce prou-
palno aktivirani leukociti (86). S gubitkom normalne
funkcije, endotelne stanice podrzavaju prokoagu-
lantno stanje te dolazi do stvaranja ugusaka ¢ime se
ograduje upalno podrucje (73, 87). Kada se upalni po-
ticaj ukloni, moze poceti proces stiSavanja upalnog
odgovora i cijeljenje (73).

Svi glavni znakovi upale (bol, toplina, crvenilo, otje-
canje i ostecena funkcija) posljedica su medudjelova-
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nja endotelnih, imunoloskih i tkivnih stanica u upal-
nom podrudju (88).

Tehnike utvrdivanja
endotelne disfunkcije u sepsi

Endotelna disfunkcija ima vrlo znac¢ajnu ulogu u
patogenezi sepse, stoga je klju¢no prepoznati i detekti-
rati njeno postojanje u cilju pruzanja adekvatne terapi-
je zivotno ugrozenim bolesnicima. Postoji odredeni
broj biomarkera koji se mogu koristiti za procjenu po-
stojanja endotelne disfunkcije. U njih se ubrajaju von
Willebrandov faktor, E-selektin, ICAM-1, VACAM i
molekule slicne bioreaktivnosti. Najcesc¢e se njihova
koncentracija odreduje u serumu, koristenjem tehnika
poput enzimski vezanog imunoapsorpcijskog testa
(ELISA) i enzimskog imunoeseja (EIA). Moguce je
kvantificirati prisutnost klju¢nih biomarkera i ostalim
biokemijskim metodama poput Westen blot analize,
spektrometrijom mase i sl., no one se rjede koriste
(89). Mjerenje koncentracije dusikovog oksida u cir-
kulaciji takoder moze koristiti kao pokazatelj endotel-
ne disfunkcije (90). U tu svrhu koristi se nekoliko me-
toda, medu kojima spektrofotometrijski ili kolorime-
trijski Griesseov test, mjerenje izdahnutog dusikovog
oksida (osobito kao marker ostecenja pluca u sepsi),
metode odredivanja dusikovog oksida kemiluminis-
cencijom, mjerenje aktivnosti sintetaze dusikovog ok-
sida sl. Test provokacije endotela se moze korisiti za
odredivanje stupnja enotelne disunkcije. Ova tehnika
uklju¢uje aplikaciju otopine acetilkolina koji potice
endotel na oslobadanje dusikovog oksida te se potom
mjeri odgovor krvnih Zila na acetilkolin kako bi se
procijenila endotelna disfunkcija. Takoder, koristi se i
mjerenje vaskularne reaktivnosti, tehnika koja uklju-
¢uje mjerenje promjena u promjeru krvnih zila nakon
primjene odredenog podrazaja (91). Mikrocirkulacij-
skom tehnologijom se mjeri protok krvi i hemodina-
micki parametri u mikrocirkulaciji, poput kapilarne
reaktivnosti, §to moze ukazati na prisutnost endotelne
disfunkcije. Obzirom da su endotelne stanice odgo-
vorne za regulaciju protoka krvi u kapilarama, njihovo
o$te¢enje moze dovesti do smanjenog protoka krvi i
posljedi¢nog oste¢enja tkiva. Medu mikrocirkulacij-
skim tehnologijama istice se videomikroskopija, koja
omogucuje vizualizaciju mreze kapilara te mjerenje
protoka krvi u njima kao i mogu¢nost Sirenja i skuplja-
nja kapilara u smislu odgovora na promjene u protoku
krvi. Ako je reaktivnost kapilara i protok krvi u njima
smanjen, to moze biti indikacija o$tecenja endotela. Za
procjenu endotelne disfunkcije u najnovije vrijeme
uvodi se instrument GlycoCheck’, medicinski uredaj
za procjenu funkcije endotela mjerenjem pokretljivo-
sti eritrocita u najsitnijim kapilarama videomonitorin-
gom sublingvalnih kapilara, s vrlo visokim klinickim
potencijalom. Pouzdanost ovog instrumenta potvrde-
na je razli¢itim znanstvenim i klinickim istrazivanjima
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te se sve viSe promovira u cilju uvodenja kao standar-
dne klinicke metode procjene mikrocirkulacije (92,
93). Sublingvalna regija se najc¢esce koristi za prouca-
vanje mikrocirkulacije zbog blizine arterije jezika kao
grane vanjske arterije glave, §to omogucuje uvid u
reaktivnost sredi$nje cirkulacije. Medutim, za prouca-
vanje mikrocirkulacije koriste se i druge vaskularne
strukture poput konjunktivalne i periferne misi¢ne
mikrovaskulature (94). U ovom kontekstu osobito se
isticc: NOSTRADAMUS studija kojom se detaljno
objasnjava vaznost GlycoCheck uredaja u provodenju
postupaka kvantifikacije kinetike eritrocita $to pred-
stavlja klju¢ za razumijevanje mikrovaskularne dis-
funkcije u sepsi. Ovaj sustav predstavlja vrijednu me-
todu otkrivanja mikrovaskularne disfunkcije, $to moze
posluziti kao klju¢an alat za otkrivanje mikrovaskular-
nih ostecenja kod kriti¢no oboljelih bolesnika (95).
Vazno je napomenuti da nijedna tehnika nije savr§ena
te se Cesto koristi kombinacija nekoliko metoda kako
bi se omogucilo sveobuhvatnije razumijevanje prisut-
nosti endotelne disfunkcije u sepsi.

Moguc¢nosti lijecenja endotelne disfunkcije
u bolesnika sa sepsom

Korekcija volumena tekucine
i suplementacija proteinima

U sepsi je prisutna disfunkcija makrocirkulacijskog
i mikrocirkulacijskog sustava, no stupanj oste¢enja EG
i poremecaj mikrocirkulacije nisu uvijek u korelaciji
(96). Dodatno, nadoknada teku¢ine moze uzrokovati
ijatrogeno ostecenje EG uz povecanje koncentracije
heparan sulfata za svaku litru intravenski primijenjene
tekucine (97). Takoder, hipervolemija moze uzroko-
vati o$tecenje EG. Osnovni princip primjene tekucine
preporuca ,zero balance® pristup u svih bolesnika,
odrzavanje sredi$nje euvolemije, kao i izbjegavanje hi-
pervolemije. Restrikcijska primjena tekucine djeluje
za$titno na EG u usporedbi s ,liberalnim® pristupom
te smanjuje poslijeoperacijski morbiditet i trajanje
hospitalizacije (98, 99).

Albumin i svjeza smrznuta plazma su krvni pro-
dukti koji se mogu primijeniti u regeneraciji EG (91).
Primjena sveze smrznute plazme povecava debljinu
EG i koncentraciju sindekana-1 nakon krvarenja (100,
101). Pozitivni ucinci svjeze smrznute plazme na EG
djelomic¢no se pripisuju djelovanju fibrinogena, iako
potencijalni terapijski uc¢inak fibrinogena nije u pot-
punosti razjasnem (102).

Uoceno je da albumin ima zastitni i regeneracijski
ucinak na EG (103, 104) fizicki pojacavajuci strukturu
EG, sprjecavajuci oste¢enje EG i time odrzavajudi inte-
gritet jednoslojnog endotela putem transporta sfingo-
zin-1-fosfata (105, 106). Dodatno, albumin prenosi
sfingozin-1-fosfat koji ¢uva EG inhibiraju¢i razgrad-
nju sindekana-1 (107).
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Odrzavanje normoglikemije

Pokazano je da akutna i kroni¢na hipoglikemija
mogu uzrokovati ostecenja EG (108) te je stoga vazno
odrzavanje normoglikemije (izmedu 5 do10 mmol/L),
obzirom da se pokazalo kako kratkotrajna hiperglike-
mija moze uzrokovati ostecenje EG (109, 110) 37,38).
O’Hora i suradnici pokazali su da inzulin i metformin
uzrokuju dilataciju arterija direktnim djelovanjem na
NO u anesteziranih svinja (111). Pokazano je takoder
da empagliflozin, inhibitor natrij-glukoza ko-trans-
portera-2 (SGLT2i, eng. sodium-glucose co-tranpor-
ter-2 inhibitor) ¢uva integritet EG, povecava sintezu
heparan sulfata i uspostavlja mehanotransdukcijski
odgovor endotelnih stanica (112).

Metformin je bigvanidni antidijabetik koji snizava
vrijednosti koncentracije glukoze u cirkulaciji te je
predlozeno njegovo zastitno djelovanje protiv vasku-
larnih komplikacija (113). Metformin smanjuje u¢inak
hiperglikemije i povec¢ava gustocu i debljinu EG zajed-
no s u¢inkom na njegovu funkciju, snizavanjem hiper-
glikemijom-induciranih endotelnih adhezijskih mole-
kula E-selectin i ICAM-1 (113). Takoder, metformin
snizava koncentraciju IL-1, IL-6, TNF-a (114).

Izbjegavanje hiperoksije

Temeljem pretpostavke da pobolj$ana dostava kisi-
ka u tkiva poboljsava obranu od bakterija putem oksi-
dacijskog stresa (115, 116), hiperoksija je predlozena
kao jedna od terapijskih moguénosti lije¢enja septic-
nih bolesnika (117). Iako su odredene manje studije
pokazale ohrabrujuce rezultate utjecaja hiperoksije na
ishod lijecenja septi¢nih bolesnika (118, 119), opsezna
HYPERS2S studija pokazala je visoki mortalitet bole-
snika sa sepsom uz primjenu hiperoksije te je studija
prekinuta (120). Uc¢inak hiperoksije djelomicno se pri-
pisuje povisenom stvaranju ROS-1 (121).

Ogranicavanje sinteze NO

Nakon prepoznavanja NO kao sredi$njeg medija-
tora vazoplegije u septickom $oku, nekoliko studija
istrazivalo je djelovanje inhibitora NO sintaze, no po-
kazalo se da niti jedan od inhibitora NO sintaze nije
imao pozitivan ucinak na ishod lijecenja septi¢nih bo-
lesnika (123, 124). Kompleksna uloga NO u makro i
mikrocirkulaciji, dinami¢na regulacija, kao i bioloska
dostupnost NO tijekom sepse i septicnog Soka moze
objasniti neuspjeh pristupa putem inhibicije produk-
cije NO (122).

Protuupalno djelovanje i oksidacijski stres

Upalni podrazaji povecavaju stvaranje ROS, RNS te
proupalnih citokina koji aktiviraju metaloproteinaze,
enzime koji cijepaju proteoglikane uzrokujuci ostece-
nje EG (125). Stoga, blokiranje proupalne kaskade
moze smanjiti oSteenje EG (126). Povecano ostecenje
EG dovodi do povecane koncentracije sindekana, he-
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paran sulfata i hijaluronana u plazmi koje je u¢eno u
bolesnika sa sepsom te je u pozitivnoj korelaciji s tezi-
nom klinicke slike (127, 128). Treba imati na umu da
terapijski pristup koji smanjuje imunoloski odgovor
bolesnika ¢ini bolesnika podloznim infekcijama.

Pokazano je da etarnecept, inhibitor TNF-a sma-
njuje upalom inducirano oste¢enje EG (129,130). Ni-
euwdorp i suradnici uodili su da etanercept snizava
endotoksinom-inducirane povisene koncntracije hija-
luronske kiseline i hijauronidaze u plazmi i smanjuje
endotoksinom induciranu redukciju debljine EG, ali
ne na vrijednosti prije primjene endotoksina (131).

Chappell i suradnici potvrdili su da preventivna pri-
mjena hidrokortizona smanjuje ostecenje EG uzro-
kovanu primjenom TNF-a ili ishemijom u pokusnim
zivotinjama (130). Dodatno, hidrokortizon se pokazao
ucinkovit u prevenciji degradacije EG i potpunoj pre-
venciji razgradnje sindekan-1 i heparan sulfata u upal-
nim stanjima uzrokovanim djelovanjem TNF-a te se
stoga preporuca u lijeCenju septi¢nih bolesnika (130).

In vivo i in vitro studije potvrdile su sredi$nju ulogu
vitamina C u patofiziologiji sepse (132, 133). Suplemen-
tacija vitaminom C inhibira replikaciju bakterija, sprje-
¢ava ostecenje endotelnih stanica djelovanjem H,O, te
poboljsava mikrovaskularnu perfuziju (134). Mala re-
trospektivna studija u bolesnika sa sepsom i septickim
$okom utvrdila je da rana primjena intravenskog vita-
mina C, kortikosteroida i tijjamina smanjuje progresiv-
nu disfunkciju organa i mortalitet (135). Nazalost, novi-
je randomizirane studije nisu potvrdile uc¢inkovitost te
kombinacije (136, 137). U drugoj studiji suplementacija
vitamina C i E u kriti¢ki bolesnih tijekom 10 dana poka-
zala je smanjenje mortaliteta u antioksidacijskoj skupini
u usporedbi s kontrolnom skupinom (138). Medutim, u
drugoj velikoj klini¢koj studiji kombinacija antioksi-
dansa (beta-karoten, vitamini C i E) i glutamina nije
poboljsala ishod lijecenja dok je primjena glutamina
bila povezana s povisenim mortalitetom Zivotno ugro-
zenih bolesnika (139).

N-acetilcistein ima izravan antioksidacijski ucinak
te je potencijalni kandidat za sprjecavanje sustavnog i
endotelnog oksidacijskog stresa (140). In vitro, N-ace-
tilcistein smanjuje apotpozu endotelnih stanica indu-
ciranu plazmom bolesnika sa sepsom za 20% (141).

Primjena N-acetilcisteina i glutationa smanjuje pe-
roksidacijski stres u bolesnika sa septickim Sokom te
rezultira smanjenjem mortaliteta u odnosu na kon-
trolnu skupinu (142). Primjena N-acetilcisteina sniza-
va NF-kB aktivaciju u mononuklearnim stanicama
periferne krvi i koncentraciju IL-8 u plazmi (143).
Istrazivanja su pokazala potencijalni pozitivan u¢inak
primjene N-acetilcisteina u ublazavanju upalnog od-
govora u sepsi, ali niti jedan studija nije pokazala zna-
¢ajno smanjenje mortaliteta u sepsi (144).

Nadalje, istrazivanja su pokazala da statini mogu
sprijeciti endotelnu disfukciju smanjujuéi izrazaj
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adhezijskih molekula (145). Pokazano je da niska doza
simvastatina smanjuje izrazaj VCAM-1 i ICAM-1 mo-
lekula (145). Dodatno, u bolesnika sa septi¢kim Sokom
pokazano je da atorvastatin snizava koncentraciju
IL-1, IL-6, TNF-a i IFNg, ali ne smanjuje smrtnost
(146). Pokazano je da rosuvastatin znacajno povecava
volumen, ali ne smanjuje propusnot EG u bolesnika s
hiperkolesterolemijom $to ukazuje ograni¢avajudi uci-
nak na regeneraciju EG (146).

Antikoagulansi

Antikoagulant antithrombin $iroko se primjenjuje u
lije¢enju diseminirane vaskularne koagulacije uzrokova-
ne sepsom. Chappell i suradnici pokazali su da primjena
antitrombina smanjuje o$tecenje EG te smanjuje degra-
daciju sindekan-1 i heparan sulfata u pokusnim septic-
nim zivotinjama (130). Nadalje, Lipowski i suradnici
pokazali su da niskomolekularni heparin moze inhibira-
ti o$ecenje EG i smanjiti adheziju leukocita u muskih
Wistar $takora (147). Na modelu septi¢nog $oka, Sun i
suradnici pokazali su da primjena kristaloida i antibio-
tika djelomi¢no smanjuje degradaciju EG, dok dodatna
primjena nefrakcioniranog heparina normalizira EG
ukazujudi na zastitno ili protuupalno djelovanje hepari-
na i posljedi¢no smanjeno ostecenje EG (148).

Suprotno ranijim studijama, Vanteeffelen i suradni-
ci pokazali su da se heparin nadmece s komponentom
glikokaliksa haparan sulfatom oslobadajuci proteine
vezane za heparan sulfat uzrokujuéi poremecaj struk-
ture funkcije EG (149). Intravenska primjena nisko-
molekularnog heparina povecava enzimsku aktivnost
odgovornu za otpustanje proteina vezanih na EG uz
oslobadanje proteina EG u plazmu (150). Uloga hepa-
rina u zastiti i regeneraciji EG ostaje kontroverzna,
iako heparin moze sprijeciti ostecenje EG, no potrebne
su dodatne studije (150).

Zakljucak

Nedvojebeno je da su endotel i EG sredi$nji supstrati
brojnih patofizioloskih zbivanja tijekom sepse i septic¢-
nog $oka. Endotelna disfunkcija i o$te¢enje EG patoge-
nima odgovornim za razvoj sespe poticu snazan disre-
gulirani odgovor organizma koji ima za posljedicu po-
remecaj koagulacije, fibrinolize, pove¢anu vaskularnu
propusnost, aktivaciju imunoloskog sustava i smanjeni
tonus krvnih Zila. Razumijevanje molekularnih meha-
nizama odrzavanja entotelne ravoteze te procesa koji
dovode do njegove disfunkcije vazno je za bolje i ucin-
kovitije prepoznavanje i lije¢enje septi¢nih bolesnika.
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