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SAZETAK

Radikalna resekcija kolona dovodi do procesa akutne upale i sindroma sistemskog upalnog
odgovora (engl. systemic inflammatory response syndrome, SIRS). Razina i uzrok SIRS-a
nastalog operativnim zahvatima prati se porastom koncentracije proteina akutne faze koji
ukazuju na uzrok i tijek upalnog procesa. Sam tijek i individualni odgovor na akutnu upalu
nisu u potpunosti razjasnjeni. Upravo zato u u ranoj poslijeoperativnoj fazi sve ve¢u vaznost
ima i pracenje promjena glikozilacije gdje su utvrdene velike individualne razlike u odgovoru
na akutnu sistemsku upalu. Cilj istraZivanja je bio ispitati u¢inak radikalne resekcije kolona na
razvoj SIRS-a pra¢enjem promjena koncentracije sSTREM -1, IL-6, prokalcitonina i CRP-a te
promjena glikozilacije ukupnih proteina seruma i IgG-a u definiranim to¢kama mjerenja ¢ime
bi se definirala meduovisnost procesa akutne upale i razvoja SIRS-a sa specificnim

promjenama u glikomu i koncentracijama proteina akutne faze.

U istrazivanje je ukljuceno 28 ispitanika (19 muskaraca i 9 Zena) medijana dobi 71 godina
(44-85) s dijagnozom kolorektalnog karcinoma koji su podvrgnuti radikalnoj resekciji kolona
otvorenog tipa. Uzorci krvi uzorkovani su u Cetiri vremenske toc¢ke: 1 dan prije operacije
(TO), 24 sata poslije operacije (T1), 48 sati poslije operacije (T2) i 7 dana poslije operacije
(T3) kako bi se obuhvatio i akutni odgovor na kirurski stres, ali i popratilo jenjavanje upale ili

produljena reakcija na kirurski stres.

Rezultati ovog rada pokazali su statisticki znacajne promjene sSTREM-1, CRP-a, PCT-a i IL-6
kao i N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma i N-glikanskih profila IgG-a prije
operacije te tijekom 7 dana poslijeoperativnog pracenja ispitanika. Takoder su utvrdene
korelacije IL-6 kao i odredenih glikanskih struktura N-glikanskih profila ukupnih proteina
seruma i N-glikanskih profila 19G-a s duljinom trajanja operacije. Korelacijskom analizom i
linearnom regresijom ispitana je povezanost koncentracija proteina akutne faze s promjenama
N-glikanskih profila te su nadene slabe do vrlo dobre korelacije CRP-a, IL-6 i PCT sa
specifi¢nim strukturama od kojih je najjasnija bila korelacija CRP-a s tetragalaktoziliranom i
sijaliniziranom strukturom s antenarnom fukozom. STREM-1 nije pokazao znacajnu

korelaciju niti s jednim drugim ispitivanim biljegom.

Ovo je istrazivanje pokazalo da radikalna resekcija kolona ne dovodi nuzno do SIRS-a, a da
se tijek i dinamika upale kao odgovora na kirurski stres moze pratiti porastom koncentracija

proteina akutne faze, pri ¢emu promjena koncentracija sSTREM-1 moZze ukazati da nije doslo



do razvoja SIRS-a. Takoder se razjasnilo da glikanski profili pokazuju vrlo jasne obrasce
promjena koji se mogu povezati s promjenama koncentracija proteina akutne faze te bi se
njihovim daljnjim izuavanjem otvorila moguénost koriStenja dobivenih podataka glikanskih

profila u svrhu individualnog i sveobuhvatnog praéenja ranog upalnog odgovora.

Kljucéne rije¢i: resekcija kolona, odgovor akutne faze, SIRS, glikozilacija



SUMMARY

Background

Colorectal cancer surgery, as well as all severe surgical procedures, lead to strong acute phase
response and systemic inflammatory response syndrome (SIRS). The extent and the cause of
SIRS are monitored with acute phase proteins that point to the cause and course of
inflammatory process. As the course and the individual response to acute inflammation in
early postoperative phase are not completely understood, there is also an inceasing importance
in monitoring glycosylation changes, where large individual differences have been identified

in acute systemic inflammation response.
Aim

The aim of this study was to test the effect of radical colon resection on SIRS development by
monitoring soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (STREM-1), interleukin-6
(IL-6), procalcitonin (PCT) and C-reactive protein (CRP), as well as the changes in N-
glycosylation profiles of total serum proteins and immunoglobulin G (IgG) in defined points
of measurement that would define interdependence of acute inflammatory process and SIRS

development with specific glycome and acute phase proteins changes.

Secondary aims included three groups of testings: testing of STREM-1 changes during the
postoperative period as well as the interconnection of duration of the surgery with the change
of STREM-1 concentrations; testing of N-glycosylation profiles of total serum proteins and
IgG during the postoparative period as well as the the interconnection of the duration of the
surgery with the changes of glycosylation profile; testing of interconnectvity in changes of
acute phase proteins concentrations and of total serum proteins and 1gG glycane profiles

changes during the postoperative period.
Materials and methods

This study included 28 participants (19 men and 9 women) with a median age of 71 years (44-
85) and with colorectal cancer diagnosis that underwent radical colon resection. Blood
samples were collected in 4 measurement points: 24 hours before the surgery (T0), 24 hours

after the surgery (T1), 48 hours after the surgery (T2) and 7 days after the surgery in order to



define acute response to surgical stress, as well as to define the decrease of inflammations or

notice the extended reaction to surgical stress.

STREM-1 was determined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method (1Q
products, Groningen, Netherlands). 1L-6 was determined using ELISA method (Quantikine,
R&D, Minneapolis, USA), PCT was determined using electrochemiluminescence
immunoassay method on Cobas e411 analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Manneheim,
Germany) and CRP was determined using immunoturbidimetric method on AU 2700 plus
analyzer (Beckman Coulter, Tokyo, Japan). N-glycosylation profiles of total serum proteins
and immunoglobulin G (1gG) were determined using hydrophilic interaction chromatography
- ultra performance liquid chromatography (HILIC-UPLC) method on Waters Acquity UPLC
instrument (Mislford, SAD) with previous isolation of 1gG and total serum proteins.

Kolmogorov-Smirnov test was used to test for normal distribution of the data and Friedman
test was used for repeated measures comparisons of acute phase proteins. Differences in N-
glycosylation profiles of total serum proteins and immunoglobulin G (1gG) were determined
with repeated measures ANOVA (RM-ANOVA). To test the correlation of acute phase
proteins with the duration of the surgery, correlation analysis was performed (Spearman
coefficient of correlation). To test the connection of N-glycan changes with IL-6
concentration changes, we used linear regression. Statistical analysis was done using MedCalc
Statistical ~ Software  version  18.11.6 (MedCalc  Software bvba,  Ostend,
Belgium; https://www.medcalc.org; 2019)) and IBM SPSS Statistics for Windows, version

25.0 (IBM Corp https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software) statistical programs.
Results

The results showed statistically significant differences of STREM-1, CRP, IL-6 and PCT, as
well as changes in N-glycan profiles of total serum proteins and 1gG before the surgery and
during 7 days of postoperative recovery. There was statistically significant difference in
almost all N-glycane structures except biantennary galactosylated and sialylated structure with
bisecting GIcNAc and trigalactosilated and sialylated structure. N-glycan 1gG analysis showed
statistically significant changes in monoantennary galactosylated and biantennary
galactosylated structures with core fucose and bisecting GICNAc as well as biantennary
galactosylated and sialylated strucures. All N-glycane structures that showed statistically

significant difference were decreasing in postoperative period. Significant correlations for IL-


https://www.medcalc.org/
https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software

6, as well as some N-glycan structures of total serum proteins and IgG, were discovered with
the duration of the surgery. Correlation and linear regression analysis revealed weak,
moderate and very good correlations between CRP, IL-6, PCT and N-glycan profiles of total
serum proteins and 1gG. The strongest discovered correlation was the very good correlation of
CRP with tetragalactosilated and syalinisated structure with antennary fucose. STREM-1 did

not reveal any significant correlation with any other tested parameter.
Conclusions

This study showed that radical colorectal cancer surgery does not necessarily lead to SIRS
and the course and dynamics of inflammation as the response to surgical stress can be
followed by the rise of the acute phase proteins. Changes of STREM-1 concentrations can
indicate that there was no SIRS development in patients that underwent colorectal cancer
surgery. This study also clarified that glycan profiles showed very distinct patterns change
that could be related to the acute phase proteins concentrations changes. N-glycane profile of
IgG changes are very diverse and correspond to rapid protein concentration decrease during
surgery, but also the fact that N-glycome of IgG is very individual in the early phase of
inflammation. Further research of the glycan profiles could open up the possibility of using

the acquired data for individual monitoring of the early inflammatory response.

Keywords: colon resection, acute phase response, SIRS, glycosylation
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1. UvOD

Karcinomi su znac¢ajan javnozdravstveni problem stanovni$tva Hrvatske te su drugi najvazniji
uzrok smrti iza bolesti srca i krvnih zila. Kolorektalni karcinom nalazi se na tre¢em mjestu po
ucestalosti kod muskaraca, s udjelom u incidenciji od 16%, te na drugom mjestu kod Zena, S
udjelom u incidenciji od 12%%2. Porast incidencije kolorektalnog karcinoma u razvijenim
zemljama pripisuje se starenju populacije, neprikladnim prehrambenim navikama i porastu
¢imbenika rizika poput pusenja, smanjene fizicke aktivnosti i pretilosti. Do kolorektalnog
karcinoma dovode okolisni i genetski ¢imbenici, pri ¢emu dolazi do nakupljanja genetskih i
epigenetskih promjena koje aktiviraju onkogene i inaktiviraju tumor supresorske gene.
Gubitak takve genetske i epigenetske stabilnosti primije¢en je u veéini ranih neoplasti¢nih
lezija u kolonu te se vjerojatno radi o centralnom molekularnom i patofizioloskom dogadaju u
zapocinjanju i stvaranju kolorektalnog karcinoma®*. Operacija je glavni kurativni pristup za
kolorektalni karcinom. Unato¢ stalnom razvoju novih operativnih tehnika®®, radikalna
resekcija kolona otvorenog tipa i dalje se smatra zlatnim standardom u lije¢enju kolorektalnog

karcinoma’.

Operacije kolorektalnog karcinoma, kao i svi opsezni kirurski zahvati, razli¢itim intenzitetom,
vrstom i obujmom oste¢enja uzrokuju razlicit fizioloski odgovor organizma. Najizgledniji je
snazan odgovor akutne faze i sindrom sistemskog upalnog odgovora (engl. systemic
inflammatory response syndrome, SIRS). Razina i uzrok SIRS-a nastalog operativnim
zahvatima prati se porastom koncentracije proteina akutne faze koji ukazuju na uzrok i tijek
upalnog procesa. Sam tijek i individualni odgovor na akutnu upalu nisu u potpunosti
razjasnjeni. Upravo zato u u ranoj poslijeoperativnoj fazi sve ve¢u vaznost ima i pracenje
promjena glikozilacije gdje su utvrdene velike individualne razlike kao odgovor na akutnu
sistemsku upalu. Za samu upalnu kaskadu glikozilacija je neophodan proces, a vece
razumijevanje mehanizama tog procesa moglo bi dovesti do moguénosti kontrole upale. Do
promjene glikanskih struktura dolazi u razli¢itim patoloskim stanjima, zbog Cega glikani
mogu biti potencijalni dijagnosticki biljezi raznih bolesti. Zbivanja nakon operacije dobar su
model za izuCavanje promjene koncentracija proteina akutne faze 1 profila glikozilacije
koncentracija proteina akutne faze u razvoju SIRS-a, pogotovo ako se istrazuje dinamika
promjena kroz definirani poslijeoperativni period, kao i upalni odgovor u odnosu na duljinu
trajanja operacije. Na taj bi se nacin vrednovao ucinak operacije na upalni odgovor i
glikozilaciju te ispitao individualni odgovor na akutnu upalu, ovisno o promjenama mjerenih

proteina akutne faze.



1. UvOD

1.1. Sindrom sistemskog upalnog odgovora

Sindrom sistemskog upalnog odgovora (SIRS, engl. Systemic Inflamatory Response
Syndrome) je akutna upalna reakcija sa sistemskim manifestacijama uzrokovana
oslobadanjem mnogobrojnih endogenih ¢imbenika upale u krvotok. SIRS se smatra klinickim
sindromom koji je oblik neregulirane upale®, a bio je sastavni dio definicije sepse jo§ od 90-
tih godina proslog stoljeca kada nije postojala jednoznacno prihvacena definicija sepse, §to je
onemogucavalo kvalitetnu usporedbu rezultata lijeCenja i klinickih istrazivanja. Stoga je 1991.
godine odrzana konferencija ameri¢kih stru¢nih udruzenja ACCP/SCCM (engl. American
College of Chest Physicians and Society of Critical Care Medicine Concensus Conference,
ACCP/SCCM Conference) s osnovnim ciljem standardizacije definicije i Kklasifikacije

sindroma sepse, gdje se sepsa klasificirala prema sljede¢im klinickim kategorijama:

- SIRS,

- sepsa,

- teska sepsa,

- septicki Sok,

- sindrom vi$eorganske disfunkcije (engl. Multiple organ dysfunction syndrome, MODS)°.

Definicija SIRS-a prema ACCP/SCCM Kilasifikaciji prikazana je u Tablici 1.
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Tablica 1. Definicija SIRS-a ACCP/SCCM Kklasifikaciji sindroma sepse

KATEGORIJE | DIJAGNOSTICKI KRITERIJI

SIRS Sistemski upalni odgovor neovisno o uzroku — definira se ako su

zadovoljena dva od navedenih uvjeta:
1. Tjelesna temperatura >38°C ili <36°C
2. Frekvencija rada srca >90 otkucaja po minuti (tahikardija)

3. Frekvencija disanja >20 udaha po minuti (tahipneja) ili pCO-
<4,3kPa (hiperventilacija)

4. Ukupni broj leukocita >12x10%L ili <4x10%L ili >10% nezrelih

stanica granulocitopoeze

Prema gore navedenoj definiciji SIRS moze imati infektivnu ili neinfektivnu etiologiju, a
navedeni kriteriji definiraju patofizioloSke promjene kao pokazatelje akutnog pogorSanja u
odnosu na bazi¢ne vrijednosti u odsustvu drugih poznatih uzroka (npr. kemoterapija,
inducirana neutropenija ili leukopenija). Brojna druga klini¢ka stanja neinfektivne etiologije,
poput akutnog pankreatitisa, teSke traume, opeklina, hemoragi¢nog Soka, postoperativnog
stanja ili imunoloski posredovanog oStecenja tkiva, mogu uzrokovati SIRS. Kako se SIRS 1
sepsa ocituju klinicki istovjetnim mjerljivim promjenama pokazatelja fizioloSkih funkcija,

smatra se da se SIRS u kojem je suspektna ili dokazana infekcija definira kao sepsa.

Zbog svijesti o nedostatcima ovakve kategorizacije SIRS-a i sepse na konferenciji za
definiranje sepse odrZzane 2001. godine ponovno je definirano da SIRS moZe nastati u
stanjima bez infekcije, ali da su kriteriji objavljeni 1992. godine previSe nespecifi¢ni te da bi
se u buducnosti trebali ukljuciti i biokemijski kriteriji poput interleukina-6 (IL-6), C-
reaktivnog proteina (CRP), prokalcitonina, adrenomedulina i ekstracelularne fosfolipaze A2
kod bolesnika koji zadovoljavaju kriterije za SIRS iz 1992. godine!®. Medutim, bitno je
naglasiti da se SIRS vise ne smatra kategorijom u klasifikaciji sepse upravo iz razloga §to

moze biti infektivne 1 neinfektivne etiologije. Osim toga, definicije stru¢nih drustava poput

4




1. UvOD

SCCM ne smatraju se kompletnom definicijom sepse jer ne ukljucuju specificne kriterije za
identifikaciju infekcije te stoga i nisu jednoglasno prihva¢ene od svih stru¢nih drustava.
Medutim, vecina stru¢nih drustava poput Sluzbe centra za medicinsku skrb 1 pomo¢ (engl.
Center for Medicare and Medicaid Services (CMS)) i dalje podrZzavaju stare definicije SIRS-a
i kategorizaciju sepse, iako se oni smatraju samo sugestivnima budu¢i da nisu dovoljno
precizni da bi imali dijagnosticku vrijednost. Kako se simptomi i klinicke manifestacije SIRS-
a 1 sepse vrlo ¢esto preklapaju, jako je bitno pratiti moguci prelazak jedne kategorije u drugu i

jasno razaznati etiologiju klini¢kog stanja®?.

SIRS nastaje kada medijatori upale poput interleukina-1 (IL-1) i/ili faktora nekroze tumora-
alfa (TNFa), koji se oslobadaju na mjestu ostecenja (traume, kod pankreatitisa itd.) prelaze
granicu lokalne okoline i dovode do sustavnog odgovora. Oba navedena citokina mogu
izazvati vrucicu, hipotenziju, leukocitozu, ali i potaknuti stvaranje ostalih proupalnih citokina,
kao i simultano aktivirati koagulaciju i fibrinolizu. Upravo iz tog razloga SIRS slijedi i porast

citokina, odnosno proteina akutne faze?.

1.2. Proteini akutne faze

1.2.1. Topljivi okidajuéi receptor eksprimiran na mijeloi¢nim stanicama — 1

Topljivi okidajuéi receptor eksprimiran na mijeloi¢nim stanicama — 1 (engl. Soluble
triggering receptor expressed on myeloid cells-1, STREM-1) topljiva je forma receptora
stanica mijeloidne loze-1 (engl. triggering receptor expressed on myeloid cells, TREM-1) iz
obitelji imunoglobulina. Pojedini ¢lanovi obitelji TREM receptora poput TREM-1 selektivno
su izrazeni na razli¢itim stani¢nim tipovima koji nastaju diferenciranjem prethodnih stanica
mijeloidne loze u kosStanoj srzi, ukljuCujuéi neutrofilne granulocite, tkivne stanice,
osteoklaste, mikroglija stanice, dendriti¢ne stanice, megakariocite i trombocite. TREM-2
receptor je izrazen na makrofagima odredenih tkiva, ali ne i na fagocitima periferne krvi®2,
Svi €lanovi skupine TREM receptora su transmembranski proteini izrazeni na povrSini
stanice, a najviSe je proucavan TREM-1 receptor koji spada u skupinu receptora Kkoji
posreduju u stani¢noj aktivaciji. Unato¢ mnogim istrazivanjima o mehanizmu djelovanja

TREM-1 receptora, jos uvijek nije pronaden njegov prirodni ligand poput mikroorganizma ili
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endogene molekule poput proteina toplinskog Soka 70 (engl. heat shock protein 70, HSP 70)
koja dovodi do upalnog procesa®®.

Mehanizam nastanka topljivih formi TREM receptora jos nije u potpunosti razjasnjen, a jedan
od predlozenih mehanizama je proteolitiCko cijepanje membranskog receptora, §to potice
sintezu proupalnih citokina preko ,,Toll-like* receptora (TLR). Ponasanje TREM-1 i STREM-
1 u upali prikazano je naslici 1.

TREM-1 amplificira TLR signalizaciju i posreduje upalni odgovor (lijevo). STREM-1 nastaje
ili iz proteolitickog cijepanja ili iz rasipanja TREM-1 eksprimiranog na povrsini ili preko
translacije ili dijeljenja TREM-1. Kada se STREM-1 oslobodi u serum moze o¢istiti ligande
za TREM-1, ¢ime sprjecava daljnje umnozavanje upalnog signala, te tako obuzdati upalu

(desno na slici).

TREM-1
Lpsr ligand
TLR TREM-1
Upala Py :
sTREM-1
mRNA

Slika 1. TREM-1 i STREM-1 u upali.

Prilagodeno iz: Klesney-Tait J, Turnbull IR ,Colonna M The TREM receptor family and
signal integration.Nature Immunology 2007;7(12):1266-73
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Uloga STREM-1 molekule najvise je istrazena u sepsi i jakim sistemskim infekcijama gdje
dolazi do znacajnog rasta koncentracija'®. Neke objavljene studije ukazuju da koncentracija
STREM-1 ne raste u upalama koje nemaju infektivnu etiologiju, dok druge ukazuju na porast i
u akutnoj upali ne-infektivne etiologije pa se uloga STREM-1 svakako povezuje s akutnom
upalom, ali uloga u razlu¢ivanju izmedu razli¢itih vrsta upala nije u potpunosti

razjasnjena’®l’.

1.2.2. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je limfokin kojeg stvaraju T limfociti, fibroblasti, makrofagi i ostale
stanice koje su diferencirajuci faktori za limfocite B i timocite 1 koje stimuliraju stvaranje
imunoglobulina u limfocitima B. IL-6 takoder poti¢e stvaranje proteina akutne faze u
hepatocitima te je kofaktor u zapo€injanju stani¢nog ciklusa u hematopoetskim stanicama in
vitro. Najvaznija imunoloska uloga IL-6 je potenciranje uéinka ostalih citokina®. U procesu
akutnog upalnog odgovora IL-6 djeluje kao medijator protuupalnog odgovara i kontrole
upalnog odgovora tkiva, dok u kroni¢nim bolestima zapocinje reakcije akutne faze, ali potice i
stani¢ni imuni odgovor na promijenjene stanice i mukozni upalni odgovor protiv reinfekcije u
svrhu vra¢anja organizma u homeostazu®®. Odredivanje koncentracije IL-6 najcesce se koristi
u pracenju upalnog odgovora kod razli¢itih tipova operacija te za pracenje bolesnika u
jedinicama intenzivne skrbi?. Tijekom upale IL-6 je izuzetno vazan regulator koncentracije
proteina u plazmi, a tijekom tog procesa njegove promjene posljedi¢no koreliraju s
promjenama mnogih drugih proteina, poput CRP-a i imunoglobulina G, ¢ija se koncentracija
viSe ili manje mijenja tijekom upale. Kako se polimorfizam jednog nukleotida interleukina-6
povezuje sa sastavom IgG glikoma, moguce je da ovaj proupalni citokin takoder moze biti

ukljuéen u promjene IgG-glikoma kod sistemske upale?!:?2,

1.2.3. C-reaktivni protein

Odredivanje C-reaktivnog proteina (CRP) je najucestalija biokemijska pretraga u populaciji
bolesnika s klinickom sumnjom na infekciju. CRP je protein akutne faze ¢ija se koncentracija
u krvi nakon ozljede tkiva ili infekcije viSestruko povecava zbog povecane sinteze u
hepatocitima. Povecana sinteza u hepatocitima posljedica je djelovanja medijatora upale,

poput protuupalnih citokina (TNF-a, I1L-6, I1L-1).



1. UvOD

CRP je B-globulin iz porodice pentraksina koji su kalcij-vezujuéi proteini. Ima cikli¢ku
strukturu s pet istih globularnih jedinica koje su kovalentno povezane. Bioloska funkcija
CRP-a je vezanje egzogenih i endogenih liganada te njihovo uklanjanje iz cirkulacije i tkiva.
Upravo zato CRP ima klju¢nu ulogu u urodenoj imunosti koja se ocituje sposobnoscu
prepoznavanja i vezanja fosfokolina koji je sastavni dio stani¢ne stijenke bakterija i drugih
mikroorganizama. CRP djeluje i kao opsonin, ¢ime olakSava fagocitozu vezanjem na Cl
komponentu komplementa, a vezanjem na neutrofilne granulocite i monocite poti¢e sintezu

proupalnih citokina u tim stanicama.

U akutnoj upalnoj fazi koncentracija CRP-a pocinje rasti 6-12 sati nakon okidanja upale, a
vr$snu koncentraciju postize nakon 24-48 sati. Intenzitet porasta CRP-a odrazava tezinu
akutnog upalnog odgovora. Koncentracija CRP-a visa od 100 mg/L ukazuje na bakterijsku
infekciju, sistemski upalni odgovor ili sepsu. Koncentracija visa od 50 mg/L smatra se
optimalnom grani¢nom vrijednos$¢u koja razlucuje bakterijsku od virusne infekcije. lako je
koncentracija CRP-a znacajno povisena u bolesnika s bakterijskom infekcijom i sepsom,
druga brojna klini¢ka stanja s lokaliziranim i sistemskim upalnim odgovorom neinfektivne
etiologije, poput nekroze tkiva i malignih bolesti, uzrokuju znacajan porast koncentracije

CRP-aZ,

CRP je cesto istrazivan protein akutne faze u opseznim kirurSkim zahvatima te se pokazao
kao osjetljivi biljeg upale i prediktivni biljeg razvoja komplikacija, bez obzira radi li se o

upali infektivne i neinfektivne etiologije kao i bazi¢nom odgovoru na kirurski stres 24%°,

1.2.4. Prokalcitonin

Prokalcitonin (PCT), prohormon kalcitonina od 141 aminokiseline, je glavni hormon uklju¢en
u homeostazu kalcija. U fizioloSkim uvjetima prokalcitonin stvaraju tiroidne C stanice te se
pretvara u zrelu formu kalcitonina u cirkulaciji. Kod bolesnika s teSkim infekcijama sinteza
prokalcitonina se stvara u mnogim drugim tkivima poput jetre, bubrega, pluca i gusterace. Na
taj se nacin poveéava koncentracija u cirkulaciji izvan referentnog rasponaZ. Trenutni
postojec¢i bodovni sustavi za procjenu sepse (host systemic inflammatory response syndrome
kriteriji (SIRS), the Sequential [Sepsisrelated] Organ Failure Assessment (SOFA) i brzi

SOFA (qSOFA)) koji se temelje na klini¢ckim i laboratorijskim podacima imaju limitiranu
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dijagnosticku ucinkovitost jer su validirani na predvidanju prognoze i smrti. Upravo se zato

procjena sepse preko sustava bodovanja ne odnosi na ranu dijagnostiku?’.

Neovisno o sustavima bodovanja i algoritmima, prokalcitonin se pokazao boljim biljegom za
pracenje infekcije od CRP-a zbog ranijeg postizanja vrSne koncentracije i vece dijagnosticke
to¢nosti. Medutim, njihov odnos u procjeni SIRS-a uzrokovanog kirur§kim stresom nije u

potpunosti procijenjen?,

Kao priznat dijagnosticki i prognosticki biljeg, prokalcitonin je uSao u klini¢ke algoritme za
racionalno koriStenje antibiotske terapije pa kombinacija klini¢kih podataka i koncentracija
prokalcitonina u alogoritmima za koriStenje antibiotika dovodi do poboljsanja dijagnostickog

i terapijskog zbrinjavanja bolesnika?®.

U kontekstu pracenja poslijeoperativnog oporavka operacija kolorektalnog karcinoma
prokalcitonin se pokazao dobrim prediktivnim biljegom biljegom dihecencije anastomoze

drugi do treéi dan poslijeoperativnog oporavka®’.

1.3. Glikozilacija

Glikozilacija je slozena, visoko specifi¢na i strogo regulirana post-translacijska modifikacija u
kojoj Seceri mogu biti vezani na proteine 1 lipide. Uloga glikana je viSestruka, ali prije svega
glikani utje¢u na strukturu glikoproteina, njihovo pravilno smatanje i pravilnu funkciju®.
Glikozilacija proteina odvija se u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu.
Proteini se u endoplazmatskom retikulumu doraduju vezanjem oligosaharida koji se sastoji od
14 Secernih podjedinica. U procesu nastajanja glikokonjugata sudjeluju glikozil-transferaza

koja stvara glikozidnu vezu i glikozidaza koja je hidrolizira.

Najvise proucavane vrste glikozilacije su N-glikozilacija, O-glikozilacija, C-glikozilacija, P-
glikozilacija, GPI sidra i glikozaminoglikani. Dvije glavne reakcije modifikacije proteina su
O- i N- glikozilacija, ovisno o aminokiselini na koju se veze Secerna struktura. N-vezani
glikani nastaju vezanjem osnovnog oligosaharida, kojeg sacinjavaju dvije molekule N-
acetilglukozamina, tri glukoze 1 devet manoza, na duSikov atom postranicnog lanca
asparagina unutar slijeda Asn-X-Ser/Thr, gdje X moze biti bilo koja aminokiselina osim
prolina. O-vezani glikani nastaju vezanjem N-acetilgalaktozamina na kisikov atom bocnog

9
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ogranka serina ili treonina unutar slijeda Asn-X-Ser/Thr, gdje je X bilo koja aminokiselina
osim prolina. Prilikom O-glikozilacije dodaje se jedan po jedan monosaharid, a nastali
glikokonjugat obi¢no ima kratke oligosaharidne lance, koji ¢esto sadrze izmedu jednog i Cetiri

Seéerna ostatka®.

1.3.1. N-glikozilacija proteina

Mnogi sekretorni glikani, kao i glikani vezani za membrane, su N-glikani. Svi N-vezani
glikani imaju jednaki srzni dio strukture koji se sastoji od tri manoze i dva N-
acetilglukozamina. Ovisno o vrsti $ecera i nacinu grananja, N-vezani glikani se dijele na tri

vrste, Sto je prikazano na Slici 2.

b ob ob
o2 p4 p4
2 o3 o6 p2  p2 p2 o3 ub
o3 ob o3 o o3 b
B4 B4 4
34 34“6 B4
B B B
OLIGOMANOZNI TIP KOMPLEKSNI TIP HIBRIDNI TIP
Manoza @ N-acetilneuraminska kiselina
Galaktoza B N-acetilglukozamin
A Fukoza

Slika 2. Tri osnovna tipa N-vezanih glikana. Svaki sadrzi jednaku srznu strukturu
MansGIlcNacz-Asn.

Prilagodeno iz Varki A, Cummings RD, Esko JD, Freez HH, Stanley P, Bertozzi CR et al.
Essentials of glycobiology.2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory press. New York,2nd

edition.2009.
10



1. UvOD

Monosaharidi koji se javljaju kao dio N-glikanske strukture su fukoza, galaktoza, N-
acetilgalaktozamin, glukoza, N-acetilglukozamin, glukuronska kiselina, manoza, sijalinska
kiselina i ksiloza. Dok je polipeptid jos u endoplazmatskom retikulumu, uklanjaju se jedna
manoza i tri glukoze. Nakon toga slijedi niz reakcija koje uklanjaju ili dodaju Secere, $to je

prikazano na Slici 3.

Prolaskom kroz Golgijev aparat glikoproteini se doraduju ovisno o gradi proteina, o koli¢ini i
tipovima enzima prisutnih u Golgijevom aparatu razliitih stanica pa proteini napustaju

Golgijev aparat s puno razli¢tih N-vezanih oligosaharida®,

y Uklanjaju se Y Dodaje se N- 4 Uklanjaju se y
4 3 manoze [ acetilglukozamin 2 manoze

Dodaje se fukoza i 2 N-

acetilglukozamina

[¢] N-acetilglukozamin % / /
~ Nt ~ S ~ e

@ Vanoza e - he ~
® Galaktoza —’ ._.
® Fukoza
@ Ssijalinska kiselina | | < *
e} ¢} ,
§ § 99 i "o
Dodaju se 3 Dodaju se
sijalinske kiseline galaktoze

Slika 3. Dorada N-vezanih oligosaharida u Golgijevom aparatu

Prilagodeno iz Cooper GM, Hausman RE. Stanica. Molekularni pristup. Medicinska Naklada
2004.

Ako postoji slijed aminokiselina Asn-X-Ser/Thr koji je proteinu neophodan za vezanje N-
glikana, ne postoji garancija da ¢e se glikan uistinu 1 vezati. Razlozi za to su brojni, od
konformacije i pristupacnosti asparagina, o okolnim aminokiselinama i aminokiselini X.
Razlic¢ite molekule istog glikoproteina Cesto na jednom aminokiselinskom Asn-X-Ser/Thr

11



1. UvOD

slijedu imaju vezane razli¢ite N-glikanske strukture. Ukoliko postoji vise od jednog
aminokiselinskog slijeda Asn-X-Ser, razli¢iti glikoproteini mogu imati razli¢ite N-glikane na
razliitim veznim mjestima. Upravo se ovaj fenomen naziva mikroheterogenost ili
heterogenost glikana pri ¢emu je bitno naglasiti da je glikoforma specificni oblik

glikoproteina s obzirom na vezane Secere.

Upravo je heterogenost glikanskih jedinica vazna znacajka glikoproteina, a moze se ocitovati
kao razlika u razgranatosti, gubitku Secera s odredene grane glikana, vezanju ili odsustvu
pojedinog monosaharida (npr. sijalinske kiseline, N-acetilglukozamina, fukoze) ili u promjeni
veze izmedu monosaharidnih podjedinica. U organizmu glikozilacija ima vaznu ulogu u
stanicnom prepoznavanju, regulaciji ekspresije gena, usmjeravanju proteina unutar stanice i
regulaciji imunoloskog sustava®. Specifi¢na glikozilacija nije rezultat izravne upute DNA, §to
zna¢i da se glikani ne sintetiziraju jednako u cijelom organizmu, nego je njihova sinteza
rezultat odredene koli¢ine Secernih prekursora, transportera, glikozil-transferaza i glikozidaza
te medusobne kompeticije enzima koji izravno sudjeluju u sintezi glikana. Stoga je jasno da
promjena u ekspresiji enzima dovodi do znacajne promjene u glikozilaciji jednako kao $to ¢e
naruSena ravnoteza u koli¢ini Se€ernih prekursora, koli€ini i aktivnosti enzima koji sudjeluju u
glikozilaciji dovesti do promijenjene glikozilacije proteina. Do promjene glikanskih struktura
dolazi u razli¢itim patoloskim stanjima, zbog ¢ega glikani mogu biti potencijalni dijagnosticki
biljezi raznih bolesti. Kako su visoko osjetljive metode omogucile analizu glikana u velikom
broju uzoraka i razli¢itim populacijama, ¢ime se otkrila varijabilnost glikozilacije u razli¢itim

stanjima i bolestima, ideja glikana kao dijagnosti¢kih biljega postala je ostvariva®®-3/38,

1.3.2. Imunoglobulin G i N-glikozilacija imunoglobulina G

Imunoglobulini su najzastupljeniji glikoproteini u krvi, a kako imaju ulogu obrane organizma
preko prepoznavanja stranih antigena, istraZivanja su se usmjerila na promjene njihove
glikozilacije u wupali 1 ostalim stanjima poremecaja homeostaze 1 razvoja bolesti.
Imunoglobulin G (IgG) je glavni imunoglobulin kojeg stvaraju plazma stanice te predstavlja
70 do 75% ukupnih imunoglobulina, od kojih je 65% ekstravaskularno, a ostatak je u
cirkulaciji. Postoje 4 podklase lgG-a: 1gGi1, 19G2, 19gGs i 1gGs. Podklase se medusobno
razlikuju po sastavu aminokiselina u zglobnoj regiji i imaju razli¢ito poluvrijeme Zivota koje

varira od 7 dana za 1gGs do 22 dana za 1gG1, 1gG: i 1gG+*° IgG je graden od dva teska lanca
12
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(50 do 70 kDa) 1 dva laka lanca, medusobno povezana disulfidnim vezama u obliku slova Y.

Struktura 1gG prikazana je na Slici 4.

/X / Fab

Laki lanac

*CESonk (5) (3) EmeEI

4___

Fc

Teski lanac glikan

Slika 4. Struktura imunoglobulina G

IgG ima dvije domene medusobno odvojene fleksibilnom regijom: fragment koji veze
antigen, Fab (engl. Fragment antigen binding), te fragment koji kristalizira, Fc (engl.
Fragment, crystallizable). Fab regija odreduje specificnost molekule IgG-a prema antigenu,
dok se preko Fc domene veze za receptore FCcR na povrsini stanica imunoloskog sustava®.
Svaki teski lanac IgG-a na sebi ima jednu kovalentno vezanu biantenarni N-glikan na
visokooCuvanom asparaginskom 297 kraju na svakoj CH2 domeni Fc regije molekule.
Molekule 1gG-a koje sadrze glikane bez srzne fukoze imaju povecani afinitet za receptore
FcyRIITA u odnosu na fukozilirane molekule IgG-a te su zato ucinkovitije u aktiviranju
stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne 0 protutijelima (ADCC, engl. Antibody-Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity)*#?. Osim toga, istrazivanja su pokazala da IgG moze djelovati

protuupalno ili proupalno, ovisno o tome sadrzi li glikanski dio sijalinsku kiselinu koja je

terminalno vezana*®44,
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Upravo se IgG zbog svojih glikozilacijskih svojstava pokazao potencijalnim biomarkerom

upale.

1.3.3. Glikozilacija u upali

U kontekstu prac¢enja upale, praéenje glikozilacije proteina ima sve veéu vaznost, a manje je
istrazena u akutnoj fazi zbog vrlo dinami¢nih i raznovrsnih promjena. Za samu upalnu
kaskadu glikozilacija je neophodan proces, a vece razumijevanje mehanizama tog procesa
moglo bi dovesti do moguénosti kontrole upale. U upalnom procesu dolazi do promjena u
glikozilaciji proteina plazme (alfa-1 kiselom glikoproteinu, imunoglobulinu G (IgG),
imunoglobulinu A, transferinu, haptoglobinu, alfa-2-makroglobulinu i C-reaktivnom
proteinu). Od navedenih molekula najvise su proucavani alfa-1 Kiseli glikoprotein i 1gG, a ve¢
je prije dosta vremena utvrdeno da u kroni¢nim i1 akutnim upalnim stanjima dolazi do
glikozilacije C-reaktivnog proteina, §to ne dovodi do znaajne promjene pentraksinske
strukture, ali mijenja molekulu u kemijskom smislu $to moze mijenjati i njegovu biolosku

funkciju®.

Promjene glikozilacije dogadaju se u samom pocetku akutnog upalnog odgovora te ukazuju
na vaznost pracenja promjene glikozilacije unutar 24 sata od operativnog zahvata vezano uz
predvidanje individualnog odgovora bolesnika na akutnu upalu®®*’. Pojedinim
modifikacijama glikanskih struktura moze se promijeniti funkcija glikoproteina, kao $to
dodatak galaktoze i sijalinske kiseline na N-acetilglukozamin na Fc regiji 1gG-a modificira
protutijelo iz proupalnog u protuupalno®®. Upravo je to dvojno svojstvo koje IgG dobiva
procesom glikozilacije od posebnog interesa u pracenju i tumacenju rane faze upalnog
odgovora. IgG je jedan od najviSe istrazivanih proteina u kontekstu glikozilacije i kod njega
se u slucaju akutne upale dogadaju fine promjene na Fc regiji promjenama galaktozilacije,
fukozilacije i sijalinizacije®®. S obzirom da glikozilacija imunoglobulina kontrolira efektorsku
funkciju protutijela, stvaraju se mnoge prilike i za tarepeutsku primjenu glikokonjugata®. Na
ukupnim proteinima plazme je primije¢ena promjena N-glikozilacije koja prati isti obrazac
promjena. Kako operativni zahvati izazivaju opseZan upalni odgovor koji zapolinje
kontaktom krvi sa stranim povrSinama i aktivacijom komplementa, a individualni odgovor na
upalu Cesto odreduje ishod bolesti, nametnulo se pitanje moZe li se praenjem promjena

glikanskih profila definirati i predvidjeti upalni odgovor. Takoder se, uz spoznaju da IL-6
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aktivno sudjeluje u regulaciji koncentracije proteina tijekom upale i utjeCe na sintezu I1gG-a,
namece pitanje slijede li promjene u glikanskim profilima ukupnih proteina i 1gG-a i
promjene u koncentracijama IL-6 istu dinamiku i postoji li povezanost tih promjena. U fazi
homeostaze humani glikom je prilicno stabilan tako da individualne promjene glikanskog
profila nakon operativhog zahvata svakako odrazavaju razvoj sistemske upale, a te je
promjene moguée pratiti kvantitativno i povezati ih s razli¢itim fazama ranog upalnog
odgovora koji se razvija do sistemskog upalnog odgovora. Kako se polimorfizam jednog
nukleotida interleukina-6 povezuje sa sastavom IgG glikoma, moguée je da ovaj proupalni

citokin takoder moZe biti ukljuéen u promjene IgG-glikoma kod sistemske upale??.

1.4. Svrha i ciljevi rada

Primarni cilj istrazivanja je ispitati ucinak radikalne resekcije kolona na razvoj SIRS-a
pracenjem promjena koncentracije STREM -1, IL-6, prokalcitonina i CRP-a te promjena
glikozilacije ukupnih proteina seruma i IgG-a u definiranim tockama mjerenja, ¢ime bi se
definirala meduovisnost procesa akutne upale i razvoja SIRS-a sa specificnim promjenama u

glikomu i koncentracijama proteina akutne faze.
Sekundarni ciljevi obuhvacaju tri skupine testiranja:

- Ispitivanje promjena koncentracija STREM-1 kao proteina akutne faze tijekom
poslijeoperativnog perioda. Ispitivanje povezanosti duljine trajanja operacije s ja¢inom
upalnog odgovora koji prati promjena koncentracije STREM-1 molekule

- Ispitivanje promjena glikozilacije pracenjem promjena glikozilacije proteina seruma i
lgG-a prije i 7 dana nakon operacije, kao i ispitivanje povezanosti duljine trajanja
operacije s promjenama glikozilacijskog profila

- Ispitivanje medusobne povezanosti promjena koncentracija proteina akutne faze i
promjena glikanskih profila proteina seruma i IgG-a na nacin da se ispita slijedi li jaci
upalni odgovor statisticki znacajna promjena u svojstvima glikozilacijskog profila te
postoji li statisticki znacajna povezanost koncentracija IL-6 s promjenama glikanskih

profila proteina seruma i 1gG-a tijekom poslijeoperativnog perioda
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2.1. Materijali

U radu su koristeni sljede¢i materijali:

2.1.1. Kemikalije
- 2-aminobenzamid (2-AB) (Sigma-Aldrich)
- 2-pikolin boran (2-PB) (Sigma-Aldrich)
- acetonitril (J.T.Baker)
- formijatna kiselina (Merck)
- natrijev dodecil-sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich)
- igepal CA-630 (Sigma-Aldrich)

- otopina amonijaka (Merck)

2.1.2. Enzimi

- PNG-aza F (Prozyme)

2.1.3. Afinitetna plocica za pripremu uzoraka

- protein G plocica (BIA Separations)

2.1.4. Komercijalni reagensi i kompleti reagensa
- STREM-1 (1Q Products BV, Groningen, Nizozemska)
- IL-6 (Quantikine, R&D Systems Europe, Ltd., Abingdon, Velika Britanija)
- PCT (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

- Latex CRP (Beckman-Coulter, Tokyo, Japan).
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2.2. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 28 ispitanika (19 muskaraca i 9 Zena) medijana dobi 71 godina
(44-85) s dijagnozom kolorektalnog karcinoma koji su povrgnuti radikalnoj resekciji kolona
otvorenog tipa. Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom 1 svi su
ispitanici potpisali informirani pristanak. Istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva
Klinicke bolnice Dubrava (10. lipnja 2010.) i Povjerenstva za eticnost eksperimentalnog rada
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (broj odobrenja 643-02-18-01/02
od 6.12.2017.), a istrazivanje je registrirano u registru ClinicalTrials.gov (broj
NCT01244022).

Kriteriji ukljucenja u istrazivanje obuhvacdali su izuzece udaljenih metastaza i potpuna lokalna
(RO) resekcija karcinoma kolona. Kriteriji iskljucenja bili su prisutnost udaljenih metastaza i

razvoj sepse u periodu pracenja nakon operacije.

Za sve su ispitanike prikupljeni podaci o dobi, spolu, komorbiditetima i klasifikaciji malignih
tumora (TNM Kklasifikacija). Stupanj prosSirenosti bolesti odreden je standardnim protokolom
koji je ukljucivao otkrivanje udaljenih metastaza kompjutoriziranom tomografijom (CT) prije

operacije te pregledom abdominalnih organa tijekom operacije.

Podaci o ispitanicima, TNM klasifikacija i tip radikalne resekcije kolona navedeni su u
Tablici 2.

18



2. MATERIJALI | METODE

Tablica 2. Komorbiditeti i TNM klasifikacija ispitanika

Karakteristika Omijer
Komorbiditet

arterijska hipertenzija 11/28
dijabetes mellitus tip 2 3/28
aritmija 3/28
fibrilacija atrija 1/28
osteoporoza 2/28
adenom prostate 3/28
bez komorbiditeta 11/28
TNM Kklasifikacija

TINOMO 6/28
T2NOMO 6/28
T3NOMO 7/28
T3N1IMO 4/28
T3N2MO 5/28

Svi ispitanici su prije i poslijeoperativno dobivali 5000 1U dalteparinnatrija (anti-Xa) kao

profilaksu od tromboembolije, a kao profilaksu od infektivnih komplikacija zbog radikalne

resekcije kolona otvorenog tipa dobivali su standardiziranu antibiotsku terapiju koja se

sastojala od intravenoznog davanja cefazolina (1 gram, 3 puta dnevno) i metronidazola (0,5
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grama, 3 puta dnevno). Antimikrobna terapija je zapoceta na pocetku operacije i nastavila se 3

dana nakon operacije.

Tipovi provedenih operacija bili su prednja resekcija rektosigmoida ili rektuma (operacija
prema Dixonu) (14/28), desna hemikolektomija (8/28), lijeva hemikolektomija (1/28),
resekcija sigme (2/28), resekcija transverzalnog kolona (1/28), abdominoperinealna
amputacija rektuma (operacija prema Milesu ) (1/28) i kolekomija (1/28). Kod 3 ispitanika

evidentirane su sljedece komplikacije tijekom operacije:

- reanimacija tijekom operacije,

- kolotomija i

- limfadenektomija.

Kod 4 ispitanika zabiljezene su sljede¢e komplikacije nakon operacije:

- paraliticki ileus,

- viSestruka hemoragija,

- dehiscencija rane i

- veci potkozni hematomi.

Ostali ispitanici nisu imali nikakvih perioperativnih i poslijeoperativnih komplikacija.

Tijekom poslijeoperativnog perioda, kontroliran je eventualni razvoj infekcije kod dijela
ispitanika (7 ispitanika) uzimanjem brisa rane 1 svi su brisevi bili ili sterilni (4/7) ili je nadena

normalna mikrobioloska flora koze (3/7).

2.3. Uzimanje uzoraka krvi

Uzorci krvi uzorkovani su u Cetiri vremenske tocke: 1 dan prije operacije (T0), 24 sata poslije
operacije (T1), 48 sati poslije operacije (T2) i 7 dana poslije operacije (T3) kako bi se
obuhvatio 1 akutni odgovor na kirurSki stres, ali 1 popratilo jenjavanje upale ili produljena

reakcija na kirurski stres.
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Uzorci krvi su centrifugirani na 1370 x g u Rotina 35 R Hettich centrifuge (Tuttlingen,
Germany) i, nakon odvajanja od taloga, serumi su pohranjeni u zamrziva¢ na -80°C do
trenutka analize. Uzorci koji su koristeni za ovo ispitivanje su ostatni uzorci od Krvi koje su
uzorkovane za rutinsko pracenje bolesnika prije i poslije operacije. Bolesnicima su se rutinski
odredili kompletna krvna slika te koncentracije glukoze, kalija, natrija, ureje, kreatinina,

ukupnih proteina i albumina.

2.4. Odredivanje proteina akutne faze

24.1. Odredivanje koncentracije sSTREM-1

Koncentracija STREM-1 molekule odredena je ,,sandwich* enzim imunoanalizom u tekucoj
fazi (ELISA) prema uputama proizvodaca (IQ Products BV, Groningen, Nizozemska).
Metoda se zasniva na reakciji monoklonskog protutijela koje prepoznaje STREM-1 molekulu
kojom je obloZena mikrotitarska ploc¢ica. Nakon inkubacije s uzorkom ili kalibratorom, dodaje
se sekundarno monoklonsko protutijelo koje prepoznaje TREM-1 i koje je vezano za biotin.
Detekcija se odvija dodavanjem reagensa koji u sastavu ima streptavidin vezan na
peroksidazu iz hrena (HRP). Detekcija STREM-1 molekule odvija se koriStenjem 3,3°,5,5°
tetrametilbenzidina (TMB) kao supstrata za HRP enzim. HRP reagira s otopinom supstrata i
stvara se obojani produkt koji se stvara proporcionalno s koncentracijom sTREM-1 prisutnog
u kalibratoru ili uzorku seruma. Reakcija se zaustavlja dodatkom sumporne Kkiseline i mjeri se

apsorbancija na 450 nm s referentnom valnom duljinom od 620 nm.

Za izradu kalibracijske krivulje koristena su razrjedenja standarda sSTREM-1 koji je sastavni
dio ELISA kita. Originalni standard od 249 pg/mL koriSten je za izradu sedam uzastopnih
razrjedenja pa je kalibracijska krivulja sadrzavala 7 kalibracijskih to¢aka (249 pg/mL, 124,5
pg/mL, 62,3 pg/mL, 31,1 pg/mL, 15,6 pg/mL, 7,8 pg/mL i 0 pg/mL). Svako razrjedenje
testirano je u duplikatu i kalibracijska krivulja izradena je nanoSenjem srednjih vrijednosti
apsorbancija za svaku koncentraciju kalibratora na ordinatu i koncentracija kalibratora na
apscisu grafa. Prema podacima proizvodaca, limit detekcije definiran je kao koncentracija
analita koja rezultira apsorbancijom koja je znacajno visa od srednje vrijednosti razrjedenja
(srednja vrijednost + 2 standarde devijacije) i iznosi 7 pg/mL. IzraCunata laboratorijska

medupreciznost najvise je iznosila 7%, a ukupna preciznost za test 8§%.
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24.2. Odredivanje koncentracije IL-6

IL-6 odreden je ELISA metodom (Quantikine, R&D Systems Europe, Ltd., Abingdon, Velika
Britanija) prema uputama proizvodaca. Metoda se zasniva na reakciji monoklonskog
protutijela specifi¢nog za IL-6 kojim je obloZena mikrotitarska ploCica. Nakon inkubacije s
uzorcima ili kalibratorima koji u sebi sadrze odredenu koncentraciju IL-6 te ispiranja, dodaje
se konjugat u vidu poliklonskog protutijela na IL-6 obiljezenog HRP-om. Nakon ispiranja
nevezanog konjugata, dodaje se TMB supstrat te se razvija boja proporcionalno s kolicinom
IL-6 vezanog u prvom koraku. Reakcija se zaustavlja dodatkom sumporne kiseline i mjeri se
apsorbancija na 450 nm s referentnom valnom duljinom od 570 nm. Za izradu kalibracijske
krivulje koriStena su razrjedenja standarda IL-6 koji je sastavni dio ELISA kita. Originalni
standard od 300 pg/mL koristen je za izradu sedam uzastopnih razrjedenja pa je kalibracijska
krivulja sadrzavala 7 kalibracijskih toc¢aka (300 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL,
12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL 1 3,12 pg/mL). Svako razrjedenje testirano je u duplikatu i
kalibracijska krivulja izradena je nanoSenjem srednjih vrijednosti apsorbancija za svaku
koncentraciju kalibratora na ordinatu i koncentracija kalibratora na apscisu grafa. Prema
podacima proizvodaca, limit detekcije definiran je kao koncentracija analita koja rezultira
apsorbancijom koja je znacajno visa od srednje vrijednosti razrjedenja (srednja vrijednost + 2
standarde devijacije) i iznosi 0,70 pg/mL. Izracunata laboratorijska medupreciznost iznosila je

najvise 3,1%, a ukupna preciznost za test 3,7%.

2.4.3. Odredivanje koncentracije prokalcitonina

Prokalcitonin je odreden ECLIA (eng. electrochemiluminiescence immunoassay) metodom na
Cobas e411 analizatoru (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Metoda se zasniva
na specificnom vezanju antigena u uzorku, monoklonskog anti-PCT specifi¢nog protutijela
vezanog za biotin i monoklonskog PCT-specifi¢nog protutijela obiljeZzenog rutenijevim
kompleksom u sendvi¢ kompleks. Kompleks se veZe na streptavidinom obloZene mikrocestice
koje se magnetski hvataju na povrSinu elektrode. Voltaza u elektrodama inducira
kemiluminiscenciju koja se mjeri fotomultiplikatorom. Analizator izravno izraCunava
koncentracije analiza u ng/mL Metoda je kalibrirana lot specifiénim kalibratorima te su

koristeni kontrolni uzorci istog proizvodaca. Limit detekcije testa iznosio je <0,02 ng/mL.
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Izracunata laboratorijska medupreciznost iznosila je za nize koncentracije (0,060 ng/mL) 8,8

%, a za vise koncentracije (0,622 ng/mL) 2,1%. Ukupna preciznost za test iznosila je 8,7%.

24.4. Odredivanje koncentracije CRP-a

Koncentracije CRP-a odredivane su imunoturbidimetrijskom metodom na analizatoru AU
2700plus (Beckman-Coulter, Tokyo, Japan). Metoda se zasniva na specifi¢noj reakciji CRP-a
s protutijelima na humani CRP na lateks Cesticama tvore¢i netopive agregate. Jacina
apsorpcije stvorenih agregata proporcionalna je koncentraciji CRP-a u uzorku. Vrijednosti
kalibratora sljedive su prema IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) standardu
CRM470. Limit detekcije testa iznosio je 0,14 mg/L. Izracunata laboratorijska
medupreciznost iznosila je za nize koncentracije (6,59 mg/L) 3,2 %, a za viSe koncentracije

(62,84 mg/L) 1,2%. Ukupna preciznost za test iznosila je 3,7%.

2.5. Odredivanje N-glikanskih profila imunoglobulina G i ukupnih proteina seruma

N-glikanski profili IgG-a i ukupni proteina seruma odredeni su tekué¢inskom kromatografijom
izuzetno visoke djelotvornosti koja se zasniva na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC
analiza — od eng. Hydrophilic interaction chromatography - ultra performance liquid

chromatography) s prethodnom izolacijom imunoglobulina G i ukupnih proteina.

Prije pocetka analize izoliran je imunoglobulin G iz seruma te su pripremljeni glikani

imunoglobulina G i ukupnih proteina seruma.

2.5.1. Priprema uzoraka glikana imunoglobulina G iz seruma

Uzorak seruma nanesen je na prethodno ispranu protein G plocicu (BIA Separations,
Slovenija). Nakon ispiranja vezani se 1gG eluira s mravljom kiselinom te se neutralizira
amonijevim bikarbonatom. OsuSeni izolirani IgG resuspendiran je u otoponi detergenta
natrijevog dodecil sulfata (SDS-a) te se 10 minuta inkubirao na 65°C. Visak SDS-a je
neutraliziran igepalom te su N-glikani oslobodeni od proteina dodatkom PNG-aze F. Uzorci
su potom inkubirani preko no¢i kako bi se deglikozilirali. Oslobodeni glikani su nakon

inkubacije sakupljeni, derivatizirani 2-aminobenzamidom (2-AB) kao fluorescentnom bojom
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u reakciji aminacije uz pomo¢ reducensa 2-pikolin borana na 65°C kako bi se mogli

detektirati fluorescentnim detektorom.

Procis¢avanje imunoglobulina G od viska boje, neobiljezenih glikana, proteina i suviska
reagensa napravljeno je ekstrakcijom na suhoj fazi (HILIC-SPE, eng. Hydophylic Interaction
Liquid Chromatography — Solid Phase Extraction) pomocéu mikrokristalicne celuloze
ispiranjem acetonitrilom. ProciS¢eni glikani eluirali su se s celuloze vodom te analizirani

tekuc¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti (UPLC-om).

2.5.2. Priprema uzoraka glikana ukupnih proteina seruma

N-glikani ukupnih proteina seruma pripremljeni su isto kao i N-glikani 19G-a, ali je, umjesto

osusenim eluatom IgG-a, priprema zapocela s 10uL seruma.

2.5.3. HILIC-UPLC metoda

Fluorescentno obiljezeni i procis¢eni N-glikani razdvojeni su kromatografijom hidrofilnih
interakcija na Waters Acquity UPLC instrumentu (Mislford, SAD) s fluorescentnim
detektorom, a uredaj je kontroliran programom Empower 2, 2145 verzija (Waters, Milford,
USA). Za kromatografiju glikana koristila se Waters BEH kolona, dimenzija 100x2,1 mm,
punjena cCesticama veli¢ine 1,7 um. Mobilnu fazu ¢inio je 100 mM/L amonijev formijat
podesen na pH 4,4 kao otapalo A te s acetonitrinolom kao otapalom B. Za analizu glikana
lgG-a koristio se linearni gradijent acetonitrila od 75-62% s brzinom protoka 0,4 ml/min,
tijekom 25 min, s temperaturom kolone od 600 °C. Za analizu glikana ukupnih proteina
seruma koristio se linearni gradijent acetonitrila od 70-53% s brzinom protoka 0,561 ml/min,
tijekom 24,81min, s temperaturom kolone od 250 °C. Sustav je bio kalibriran hidroliziranim i
2-AB obiljezenim oligomerima glukoze, prema kojima su se vremena zadrzavanja pojedinih
glikana mogla prevesti u glukozne jedinice (GU jedinice, engl.glucose units). Kromatogrami
Su obradeni automatskom metodom integriranja, nakon cega je svaki kromatogram rucno

ispravljen kako bi svi uzorci bili integrirani na jednak nacin.

U konacnici je N-glikom ukupnih proteina seruma razdvojen u 42 kromatografska pika, a N-
glikom 1gG-a u 24 kromatografska pika te je udio povrsine svakog pika izrazen kao postotak

ukupne povrsine svih pikova koji odgovaraju glikanskim strukturama. Strukture glikana koje
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odgovaraju svakom od kromatografskih pikova odredene su 1 objavljene u ranijim
publikacijama na temelju rezultata dobivenim razgradnjom glikana egzoglikozidazama i
analizom glikana spektrometrijom masa®>2,

Dobiveni kromatogrami za profile N-glikana ukupnih proteina seruma i N-glikana 1gG-a
prikazani su na Slikama 5 i 6, a sastav glikoma ukupnih proteina seruma i 1gG-a prema
literaturnim podacima prikazan je u tablicama 3 i 4.
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Slika 5. Kromatografski profil N-glikana proteina seruma razdvojenih u 39 kromatografskih
pikova (GP1-GP39) metodom HILIC-UPLC. Prikazane su glavne strukture koje odgovaraju
svakom piku prema Tablici x. GIcNAc — plavi kvadrat, manoza — zeleni krug, galaktoza — zuti

krug, sijalinska kiseina, ruzi¢asti romb, srzna fukoza — crveni trokut.
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Slika 6. Kromatografski profil N-glikana 1gG-a razdvojenih u 24 kromatografska pika (GP1-
GP24) metodom HILIC-UPLC. Prikazane su glavne strukture koje odgovaraju svakom piku
prema Tablici 3. GIcNAc — plavi kvadrat, manoza — zeleni krug, galaktoza — Zuti krug,

sijalinska kiseina - ruzi¢asti romb, srzna fukoza — crveni trokut.

Tablica 3. Sastav glikoma ukupnih proteina seruma. N-glikani proteina seruma razdvojeni su
u 42 kromatografska pika HILIC-UPLC metodom. Prikazano je 39 gikana dotupnih iz
literaturnih podataka. F-srzna fukoza vezana al-6-vezom na unutarnji GIcNAc, Mx-broj (x)
manoza vezana na GIcNAc-ove srzne strukture, Ax-broj (x) antena (GIcNAc-ova) vezanih na
manoze srzne strukture, B-ra¢vaju¢i GlcNAc vezan B1-4-vezom na B1-3 vezanu manozu, Gx
— broj (x) B1-4 vezanih galaktoza na antenama, [3]G1 i [6]G1 — oznacava galaktozu vezanu na
antenu 1-3 ili B1-6-vezane manoze, Sx — broj (x) sijalinskih kiselina vezanih na galaktoze.
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Kromatografski | Glikanska

pik struktura* Opis glikana

GP1 FA2 agalaktozilirani
visokomanozni (M5), agalaktoziliran s ra¢vaju¢im

GP2 M5,FA2B GIcNAc-om

GP3 A2[6]BG1 monogalaktozilirani s ra¢vaju¢im GlcNAc-om

GP4 FA2[6]G1 monogalaktozilirani sa srznom fukozom

GP5 FA2[3]G1 monogalaktozilirani sa srznom fukozom
monogalaktozilirani sa srznom fukozom i

GP6 FA2[6]BG1 ra¢vaju¢im GIcNAc-om

GP7 M6 visokomanozni

GP8 A2G2 digalaktozilirani

GP9 A2BG?2 digalaktozilirani s ra¢vaju¢im GIcNAc-om

GP10 FA2G2 digalaktozilirani sa srZznom fukozom
digalaktozilirani sa srznom fukozom i rac¢vaju¢im

GP11 FA2BG2 GIcNAc-om

GP12 A2[3]BG1S1 monogalaktozilirani s ra¢vaju¢im GlcNAc-om
monogalaktozilirani 1 sijalinizirani sa srZnom

GP13 FA2[3]G1S1 fukozom

GP14 A2G2S1 digalaktozilirani i sijalinizirani
digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP15 A2BG2S1 GIcNAc-om
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GP16 FA2G2S digalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom fukozom
digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP17 FA2BG2S1 GIcNAc-om i srznom fukozom

GP18 A2G2S2 digalaktozilirani i sijalinizirani

GP19 M9 visokomanozni

GP20 A2GSS2 digalaktozilirani i sijalinizirani
digalaktozilirani i sijalinizirani s raévaju¢im

GP21 A2BG2S2 GIcNAc-om

GP22 FA2G2S2 digalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom fukozom
digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP23 FA2BG2S2 GIcNACc-om i srznom fukozom

GP24 A3G3S2 trigalaktozilirani i sijalinizirani
trigalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP25 A3BG3S2 GIcNAc-om

GP26 A3G3S3 trigalaktozilirani i sijalinizirani

GP27 A3G3S3 trigalaktozilirani i sijalinizirani

GP28 A3G3S3 trigalaktozilirani i sijalinizirani

GP29 FA3G3S3 trigalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom fukozom

GP30 A3G3S3 trigalaktozilirani i sijalinizirani

GP31 FA3G3S3 trigalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom fukozom
trigalaktozilirani i sijalinizirani s antenarnom

GP32 A3F1G3S3 fukozom
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GP33 A4GA4S3 tetragalaktozilirani i sijalinizirani

GP34 A4G4S3 tetragalaktozilirani i sijalinizirani
tetragalaktozilirani i sijalinizirani s antenarnom

GP35 A4F1G3S3 fukozom

GP36 A4G454 tetragalaktozilirani i sijalinizirani

GP37 A4G4S4 tetragalaktozilirani i sijalinizirani

GP38 A4G4S4 tetragalaktozilirani i sijalinizirani
tetragalaktozilirani i sijalinizirani s antenarnom

GP39 A4F1G4S4 fukozom

* Prilagodeno od Saldova R, Asadi Shehni A, Haakensen VD, Steinfeld I, Hilliard M, Kifer |
et al. Association of N-glycosylation with breast carcinoma and systemic features using high-
resolution quantitative UPLC. J Proteome Res. 2014;13(5):2314-27.
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Tablica 4. Sastav glikoma 1gG-a. N-glikani 1gG-a razdvojeni su u 24 kromatografska pika

HILIC-UPLC metodom. F-srzna fukoza vezana ol-6-vezom na unutarnji GIcNAc, Mx-broj

(x) manoza vezana na GIcNAc-ove srzne strukture, Ax-broj (x) antena (GIcNAc-ova) vezanih

na manoze srzne strukture, B-ra¢vajuc¢i GIcNAc vezan B1-4-vezom na B1-3 vezanu manozu,

Gx — broj (x) B1-4 vezanih galaktoza na antenama, [3]G1 i [6]G1l — oznacava galaktozu

vezanu na antenu B1-3 ili $1-6-vezane manoze, Sx — broj (x) sijalinskih kiselina vezanih na

galaktoze.

Kromatografski | Glikanska

pik struktura* Opis glikana

GP1 FAl agalaktozilirani

GP2 A2 agalaktozilirani

GP3 A2B agalaktozilirani s ra¢vaju¢im GIcNAc-om

GP4 FA2 agalaktozilirani

GP5 M5, FA2 visokomanozni, agalaktozilirani
agalaktozilirini sa srznom fukozom i rac¢vaju¢im

GP6 FA2B, A2[6]G1 GIcNAc-om, monogalaktozilirani
Monogalaktozilirani, agalaktozilirani sa srznom

GP7 A2[6]G1, FA2B fukozom i ra¢vaju¢im GlcNAc-om
monogalaktozilirani s ra¢vajuéim GlcNAc-om i

GP8A A2BG1, FA2[6]G1 | monogalaktozilirani sa srznom fukozom

GP8B FA2[6]G1 monogalaktozilirani sa srznom fukozom

GP9 FA2[3]G1 monogalaktozilirani sa srznom fukozom
monogalaktozilirani sa srznom fukozom i

GP10 FA2[6]BG1 racvaju¢im GIcNAc-om
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monogalaktozilirani sa srznom fukozom i

GP11 FA2[3]BG1 racvaju¢im GIcNAc-om
digalaktozilirani, monogalaktozilirani sa srznom
GP12 A2G2, FA2[3]BG1 | fukozom i ra¢vaju¢im GlcNAc-om
digalaktozilirani s i ra¢vaju¢im GlcNAc-om,
GP13 A2BG2, FA2G2 digalaktozilirani sa srznom fukozom
GP14 FA2G2 digalaktozilirani sa srznom fukozom
digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im
GIcNAc-om i srznom fukozom,
monogalaktozilirani i sijalinizirani sa srZnom
FA2BG2,FA1G1S | fukozom, monogalaktozilirani i sijalinizirani,
GP15 1,A2G1S1,FA2G2 | digalaktozilirani sa srznom fukozom
monogalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom
fukozom, monogalaktozilirani i sijalinizirani,
FA2[6]G1S1,M4A | monogalaktozilirani i sijalinizirani s raévaju¢im
GP16A 1G1S1,A2BG1S1 | GIcNAc-om
monogalaktozilirani 1 sijalinizirani sa srZnom
FA2[3]G1S1, fukozom, monogalaktozilirani i sijalinizirani sa
GP16B FA2[6]BG1S1 srznom fukozom i ra¢vaju¢im GlcNAc-om
digalaktoziliranin i sijalinizirani,
monogalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom
A2G2S1, fukozom, monogalaktozilirani i sijalinizirani sa
GP17 FA2[3]BG1S1 srznom fukozom i ra¢vaju¢im GlcNAc-om
digalaktozilirani i sjjalinizirani s raévaju¢im
A2BG2S1, GIcNAc-om, digalaktozilirani i sijalinizirani sa
GP18A FA2G2S1 srznom fukozom
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GP18B FA2G2S1 digalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom fukozom

digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP19 FA2BG2S1 GIcNACc-om i srznom fukozom
GP20 Nije odredeno Nije odredeno
GP21 A2G2S2 digalaktozilirani i sijalinizirani

digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP22 A2BG2S2 GIcNAc-om

GP23 FA2G2S2 digalaktozilirani i sijalinizirani sa srznom fukozom

digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im

GP24 FA2BG2S2 GIcNAc-om i srznom fukozom

* Prilagodeno od Puci¢ M, Knezevi¢ A4, Vidic J, Adamczyk B, Novokmet M, Polasek O et al.
High throughput isolation and glycosylation analysis of IgG-variability and heritability of the
IgG glycome in three isolated human populations. Mol Cell
Proteomics. 2011;10(10):M111.010090.

2.6. Statisti¢ka analiza rezultata

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Svi kvantitativni podaci ispitani su za normalnost
razdiobe pomocu histograma te Kolmogorov-Smirnovljevog testa. Podaci koji su slijedili
normalnu razdiobu prikazani su aritmeti¢kom sredinom (X) i standardnom devijacijom (SD),
a oni koji nisu slijedili normalnu razdiobu, prikazani su medijanom i interkvartilnim
rasponom. Za testiranje statisticki znacajne razlike testiranih proteina akutne faze u Cetiri
vremenske tocke koristen je neparametrijski test za zavisna mjerenja (Friedmanov test) dok su
razlike u N-glikanskom profilu ukupnih proteina seruma i 1gG-a u Cetiri vremenske tocke
analizirane analizom varijance za ponavljana mjerenja (RM-ANOVA). Dobivena razina
znacajnosti obzirom na broj mjerenja dodatno je korigirana metodom prema Bonferroniju. Za
utvrdivanje povezanosti koncentracija proteina akutne faze o duljini trajanja operacije

koristila se korelacijska analiza (Spearmanov Kkoeficijent korelacije), a za testiranje
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povezanosti promjena glikanskih profila s promjenama IL-6 koristila se linearna regresija.
Statisticki znacajna povezanost (uz P<0,05) tumacena je sukladno Coltonovu kriteriju (za r od
0 do 0,25 ili od 0 do -0,25 kao nepostojanje povezanosti; za r 0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50
kao slaba povezanost; za r 0,51 do 0,75 ili -0,51 do -0,75 kao umjerena do dobra povezanost;
zarod 0,76 do 1 ili -0,76 do -1 kao vrlo dobra do izvrsna povezanost). Struktura promjena
glikanskog profila utvrdila se primjenom analize glavnih komponenti (PCA) s Varimax

rotacijom. Razina znacajnosti postavljena je na razinu od 5%.

Statisticka analiza izradena je s MedCalc Statistical Software verzija 18.11.6 (MedCalc
Statistical ~ Software  version  18.11.6 (MedCalc  Software  bvba,  Ostend,
Belgium; https://www.medcalc.org; 2019)) i IBM SPSS Statistics for Windows, verzija 25.0

(IBM Corp https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software) statistickim programima.
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U sklopu rutinske prijeoperativne i poslijeoperative obrade ispitanika pratili su se opci
biokemijski i hematoloski parametri, tjelesna temperatura i frekvencija rada srca. U svrhu
ovog ispitivanja prikazani su samo podaci vazni za pracenje razvoja SIRS-a kao i pracenja
poslijeoperativnog oporavka od gubitka proteina. Promjene ispitivanih parametara u rutinskoj
obradi u Cetiri uzastopne to¢ke mjerenja (1 dan prije operacije (T0), 24 sata poslije operacije
(T1), 48 sati poslije operacije (T2) i 7 dana poslije operacije (T3)) testirani su Friedmanovim
testom. Rezultati su prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5. Promjene tjelesne temperature, pCO2, frekvencije srca, leukocita, ukupnih

proteina i albumina u Cetiri uzastopne tocke mjerenja.

MJERENJE Tjelesna pCO; Frekvencija Leukociti UKkupni Albumini

temperatura  (kPa) srca (bpm) (x10%/L) proteini (g/L)

(°C) (g/L)
TO (24h 36,4 51 75 7,5 73 43
prije)

(36,25-36,65)  (4,90-5,35) (72-80) (6,05-8,8)  (68-76,5) (41-44)
T1 (24h 36,6 51 69 11,9 56 31
nakon)

(36,4-36,8) (4,85-5,35)  (64-71) (10,3-11,9)  (53-58) (29-35)
T2 (48h 37,0 5,15 72 11,0 56 33
nakon)

(36,7-37,15) (4,85-5,80) (69-75) (10,1-11,0) (54,5-61) (30-34)
T3 (7dana  36.65 51 79 7.3 63 35
nakon)

(36,5-36,85) (4,90-5,45) (73-81) (6,1-9,1) (59-65) (32-38)
Statisticki <0,00001 * P=0,6634  <0,00001*  <0,00001* <0,00001* 0,0002*
znacajna
razlika
(P
vrijednost)

Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. Statisti¢ki znacajna razlika oznacena

jesa*
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U svim tockama mjerenja osim kod parcijalnog tlaka uglji¢nog dioksida (pCO.) utvdena je
statisticki znacajna razlika. Post hoc analizom definirane su razlike za sve tocke mjerenja
zasebno. U slucaju tjelesne temperature utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu mjerenja
prije operacije s vremenima 48 sati i 7 dana nakon operacije, te izmedu vremenske tocke 24
sata nakon operacije s onom nakon 48 sati. Frekvencija rada srca bila je statisticki znacajno
razli¢ita izmedu mjerenja prije operacije s vremenima 24 sata, 48 sati i 7 dana nakon
operacije, te izmedu vremenske tocke 24 sata nakon operacije s onom 48 sati nakon operacije.
Broj leukocita nije bio statisti¢ki znacajno razli¢it prije i 7 dana nakon operacije, kao ni u
tockama izmedu 24 i1 48 sati nakon operacije ali je utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu tocke prije i 7 dana nakon operacije sa tockama 24 i 48 sati nakon operacije $to
ukazuje na vracanje leukocita na vrijednosti prije operacije. Kod koncentracija proteina i
albumina utvrdena je statisticki znacajno viSa koncentracija prije operacije sa svim
poslijeoperativnim mjerenjima, ali ne i izmedu 24 sata i 48 sati nakon operacije i pokazuje

postepeni ponovni rast koncentracija nakon gubitka zbog operacije.

3.1 Utjecaj operacije na proteine akutne faze
Promjene koncentracija proteina akutne faze u Cetiri uzastopne tocke mjerenja (1 dan prije

operacije (T0), 24 sata poslije operacije (T1), 48 sati poslije operacije (T2) i 7 dana poslije
operacije (T3) testirane su Friedmanovim testom. Rezultati su prikazani u Tablici 6.
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Tablica 6. Promjene CRP-a, IL-6, PCT i STREM-1 u Cetiri uzastopne tocke mjerenja.

2,85

4,05

0,035

6,68

(1,9-5,45) (2,60-9,10) (0,020-0,071)  (2,43-10,35)
81,1 90,05 0,520 9,04
(69,52-95,54) (55,45-209,10) (0,285-1,395)  (5,94-12,47)
121,85 38,45 0,488 8,86
(106,07-150,96)  (15,75-70,20) (0,218-1,048)  (6,86-12,47)
16.60 9.70 0.076 8.90
(9,74-33,49) (5,50-25,90) (0,045-0,263)  (4,44-13,56)
<0,00001 * <0,00001 * <0,00001 * 0,0016*

Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajna razlika oznacena

jesa*
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Friedmanovim testom dokazana je statisticki znaCajna razlika u koncentracijama svih
testiranih proteina akutne faze kroz Cetiri tocke mjerenja. U slu¢aju koncentracija CRP-a i IL-
6 utvrdena je statistiCki znacajna razlika izmedu sva Cetiri vremena mjerenja dok je kod
koncentracija PCT utvrdena statisticki znacajno visa koncentracija izmedu mjerenja prije
operacije i 7 dana nakon operacije, ali ne i izmedu 24 sata i 48 sati nakon operacije mjerenja.
U slucaju koncentracija sTREM-1 molekule, koncentracije svih mjerenja nakon operacije bile
su statisticki znacajno vise od tocke mjerenja prije operacije, ali izmedu ostalih vremenskih

tocaka nije utvrdena statisti¢ki znaCajna razlika.

Dinamika tijeka promjena u Cetiri uzastopne tocke mjerenja prikazana je na Slici 7.

140
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80 ——CRP (mg/L)
. VAN
40 //

\\ —s—|L-6 (pg/mL)
T sTREM-1
// \ (pg/mL)
20

{ \: Tl' PCT (ng/mL)
¥"

0 T T 1 _§_
prije operacije 24h nakon 48h nakon 7 dana nakon
operacije operacije operacije

Slika 7. Dinamika tijeka promjene koncentracija CRP-a, IL-6, PCT i STREM-1 u ¢etiri

testirana vremena mjerenja.

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu pojedinih tocaka mjerenja (P<0.05) za CRP, IL-6, PCT i

STREM-1 - oznacene su redom sa simbolima: *, {, ",
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Kako bi se ispitao uéinak trajanja operacije, u smislu veéeg kirurSkog stresa, ucinjena je
korelacija promjena koncentracija STREM-1 molekule, CPR-a, IL-6 i prokalcitonina s
duljinom trajanja operacije. Za STREM-1, CRP i PCT nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike s duljinom trajanja operacije. Utvrdene su statisti¢ki znacajne slabe korelacije 1L-6 24
sata nakon operacije (r=0,409 (P=0,031)) i 48 sati nakon operacije (r=0,394 (P=0,038)).

3.2 Analiza glikana

Utjecaj operacije na promjene N-glikanskih profila ispitan je u TO, T1, T2 i T3 to¢kama
mjerenja analizom varijance za ponovljena mjerenja. Utjecaj operacije na N-glikanske profile
ukupnih proteina seruma i N-glikanske profile 1gG-a prikazan je u tablicama 7 i 8. U svrhu
jasnijeg prikaza i razlikovanja N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma i N-glikanskih
profila 19G-a, ispred struktura N-glikana IgG-a glikana nadodan je 1gG (npr. 19G-GP1).

Tablica 7. Prikaz promjena N-glikana proteina seruma i njihova relativna promjena u 4

ispitivane tocke mjerenja

95% interval
i omjer (4./ P
. Srednja St. pouzdanosti Jer ( relativna
Glikan . 1. . P prilagodeni
vrijednost | pogreska = : N promjena )
donja gornja | vrijednost) (Bonferroni)
granica granica
GP1 5,00 0,33 4,33 5,67 0,89 -11,17% <0,0001 <0,0001
GP2 2,13 0,09 1,94 2,32 0,82 -18,29% <0,0001 <0,0001
GP3 0,09 0,00 0,08 0,10 0,92 -7,87% <0,0001 <0,0001
GP4 3,44 0,16 3,10 3,77 0,85 -14,60% <0,0001 <0,0001
GP5 1,78 0,10 1,58 1,99 0,87 -13,22% <0,0001 <0,0001
GP6 1,27 0,04 1,18 1,36 0,82 -17,64% <0,0001 <0,0001
GP7 0,99 0,03 0,92 1,06 0,83 -16,99% <0,0001 <0,0001
GP8 0,79 0,02 0,75 0,84 0,98 -1,59% <0,0001 <0,0001
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GP9 0,08 0,00 0,08 0,09 0,87 -12,75% <0,0001 <0,0001
GP10 +

1 2,75 0,17 2,39 311 0,81 -19,28% <0,0001 <0,0001
GP12 0,72 0,03 0,65 0,79 0,85 -14,53% <0,0001 <0,0001
GP13 +

1 1,65 0,03 1,58 1,72 0,90 -9,73% <0,0001 <0,0001
GP15 9,18 0,17 8,82 9,53 0,99 -1,41% 0,026 0,104
GP16 0,43 0,01 0,40 0,45 0,93 -6,99% <0,0001 <0,0001
GP17 +

18 4,37 0,16 4,05 4,69 0,90 -10,43% <0,0001 <0,0001
GP19 1,93 0,12 1,69 2,18 0,86 -14,24% <0,0001 <0,0001
GP20 +

’1 3,14 0,10 2,94 3,35 0,95 -4,68% <0,0001 <0,0001
GP22 0,84 0,02 0,79 0,88 0,88 -11,51% <0,0001 <0,0001
GP23 30,96 0,50 29,94 31,98 1,09 9,10% <0,0001 <0,0001
GP24 0,63 0,01 0,60 0,65 1,02 2,10% 0,142 0,568
GP25 4,50 0,15 4,19 4,81 1,07 7,10% <0,0001 <0,0001
GP26 2,49 0,10 2,29 2,69 0,92 -8,20% <0,0001 <0,0001
GP27

28 1,47 0,08 1,31 1,63 0,83 -17,01% <0,0001 <0,0001
GP29 1,38 0,04 1,29 1,47 0,87 -13,36% <0,0001 <0,0001
GP30 0,98 0,05 0,87 1,08 1,29 28,53% <0,0001 <0,0001
GP31 0,57 0,03 0,51 0,64 0,81 -18,53% <0,0001 <0,0001
GP32 0,21 0,01 0,19 0,23 1,27 27,43% <0,0001 <0,0001
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GP33 4,84 0,24 4,35 5,33 0,86 -13,86% 0,001 0,004

GP34 0,44 0,02 0,39 0,48 0,92 -8,40% 0,003 0,012

GP35 1,93 0,07 1,78 2,08 1,03 3,03% <0,0001 <0,0001
GP36 4,45 0,25 3,94 4,96 131 31,48% <0,0001 <0,0001
GP37 0,40 0,01 0,38 0,42 1,09 9,27% <0,0001 <0,0001
GP38 0,50 0,03 0,45 0,55 1,34 34,26% <0,0001 <0,0001
GP39 0,55 0,02 0,51 0,58 1,18 18,47% <0,0001 <0,0001
GP40 0,49 0,02 0,44 0,54 1,17 17,07% <0,0001 <0,0001
GP41 1,21 0,04 1,13 1,28 1,28 28,08% <0,0001 <0,0001
GP42 1,48 0,10 1,27 1,69 1,69 69,22% <0,0001 <0,0001

Analiza je pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u gotovo svim udjelima N-glikana proteina

seruma osim za digalaktoziliranu i sijaliniziranu strukturu s ra¢vaju¢im GlcNAc-om (GP15) te

trigalaktoziliranu i sijaliniziranu strukturu (GP24).

Prikaz promjena N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma u razli¢itim vremenskim

to¢kama prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Prikaz promjena N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma prema razli¢itim

vremenskim to¢kama

U prvoj poslijeoperativnoj to¢ki mjerenja, 24 sata nakon operacije doslo je do smanjenja
mono- i digalaktoziliranih struktura te povecéanja tri- i tetraantenarnih sijaliniziranih struktura.
Osim poveéanja digalaktozilirane i sijalinizirane strukture (A2G2S2) (najobilnija struktura u
serumu), 48 sati nakon operacije doSlo je do povecanja triantenarnih i tetraantenarnih
sijaliniziranih struktura. Kod trigalaktoziliranih i sijaliniziranih struktura s ili bez ra¢vajuceg
GIcNAc-om (GP25, GP30) i tetragalaktoziliranih i sijaliniziranih struktura (GP38) dolazi do
pada 24 sata nakon operacije te ponovnog porasta 7 dana nakon operacije (T0) na razine iste

ili viSe od preoperativnih.
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Tablica 8. Prikaz promjena N-glikana 1gG-a i njihova relativna promjena u 4 ispitivane toc¢ke

mjerenja
95% interval )
st . . omjer
. Srednja . pouzdanosti relativna P prilagodeni
Glikan . pogr . P )
vrijednost : = @4 7 1) promjena (Bonferroni)
eSka | donja gornja ..
. i vrijednost
granica | granica
1gG-GP2 0,89 0,10 | 0,69 1,10 1,15 14,51% 0,069 | 0,276
19G-GP3 0,13 0,01 | 0,12 0,14 1,09 9,36% 0,267 | 1,000
19G-GP4 28,34 1,31 | 25,66 31,02 1,06 5,88% 0,097 | 0,388
19G-GP5 0,18 0,00 | 0,17 0,18 0,97 -2,55% 0,329 | 1,000
1gG-GP6 7,02 0,38 | 6,24 7,80 0,98 -1,88% 0,194 | 0,776
1gG-GP7 0,44 0,04 | 0,36 0,52 1,00 0,16% 0,840 | 1,000
1gG-GP8 18,73 0,37 | 17,97 19,49 1,02 2,36% 0,056 | 0,224
1gG-GP9 9,51 0,26 | 8,99 10,04 1,01 0,63% 0,292 | 1,000
lgG-GP10 | 5,43 0,19 | 5,05 5,82 0,96 -3,98% 0,012 | 0,048
lgG-GP11 | 0,68 0,02 | 0,65 0,72 0,94 -5,59% 0,007 | 0,028
lgG-GP12 | 0,63 0,06 | 0,51 0,74 0,91 -8,71% 0,003 | 0,012
1gG-GP13 | 0,19 0,01 | 0,17 0,20 0,94 -6,15% 0,093 | 0,372
lgG-GP14 | 10,63 0,68 | 9,25 12,02 0,93 -7,39% 0,004 | 0,016
1gG-GP15 | 1,47 0,06 | 1,34 1,59 0,92 -7,94% 0,010 | 0,040
lgG-GP16 | 2,93 0,10 | 2,74 3,13 1,01 0,87% 0,704 | 1,000
1gG-GP17 | 0,72 0,03 | 0,66 0,78 0,90 -10,18% 0,011 | 0,044
1gG-GP18 | 6,98 0,41 | 6,14 7,83 0,94 -5,78% 0,447 | 1,000
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1gG-GP19 | 1,36 0,05 | 1,26 1,46 0,91 -8,51% 0,419 | 1,000
1gG-GP20 | 0,24 0,01 | 0,22 0,26 0,89 -11,37% 0,002 | 0,008
1gG-GP21 | 0,67 0,02 | 0,63 0,71 0,88 -11,55% 0,010 | 0,040
1gG-GP22 | 0,09 0,00 | 0,08 0,10 0,98 -2,24% 0,755 | 1,000
1gG-GP23 | 1,18 0,07 | 1,03 1,33 0,98 -1,74% 0,805 | 1,000
1gG-GP24 | 1,40 0,06 | 1,27 1,53 0,93 -71,28% 0,563 | 1,000

Analiza N-glikana 19gG-a pokazala je statisticki znacajne promjene za monogalaktozilirane i
digalaktozilirane strukture sa srznom fukozom i ra¢vaju¢im GIcNAc-om (IgG-GP10, IgG-
GP11, 19G-GP12, 1gG-GP14, 19G-GP15, 1gG-GP17) te digalaktoziliranom i sijaliniziranom
strukturom (IgG-GP21). Sve glikanske strukture kod kojih je utvrdena statisticki znacajna
razlika su se smanjivale u poslijeoperativnom periodu. Prikaz promjena N-glikanskih profila

IgG-a u razli¢itim vremenskim tockama prikazan je na Slici 9.
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Slika 9. Prikaz promjena N-glikanskih profila IgG-a prema razli¢itim vremenskim

to¢kama

Kako bi se ispitao ucinak trajanja operacije, §to pretpostavlja veéi obim kirur§kog stresa,

u¢injena je korelacija promjena N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma i IgG-a s

duljinom trajanja operacije. Statisticki znacajne korelacije N-glikanskiih profila ukupnih

proteina seruma i 1gG-a s duljinom trajanja operacije prikazane su u Tablici 9.
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Tablica 9. Statisticki znacajne korelacije N-glikanskiih profila ukupnih proteina seruma i

IgG-a s duljinom trajanja operacije

Glikan r P

GP1 0,378 0,048
GP3 0,397 0,037
GP17,18 0,436 0,021
GP25 0,555 0,002
GP27,28 -0,381 0,045
GP29 -0,453 0,016
GP33 -0,446 0,017
GP40 -0,383 0,044
1gG-GP3 -0,405 0,032
1gG-GP5 -0,450 0,016
1gG-GP6 -0,439 0,019
19G-GP7 -0,400 0,035
1gG-GP8 -0,381 0,048
19G-GP10 -0,402 0,034

* r — koeficijent korelacije

Korelacijskom analizom utvrdena je slaba pozitivna korelacija agalaktoziliranih i mono- i
digalaktoziliranih i sijaliniziranih struktura s ili bez ra¢vajué¢eg GlcNac-a N-glikana ukupnih
proteina seruma (GP1, GP3, GP17, GP18, GP25) s duljinom trajanja operacije te slaba
negativna korelacija tri- i tetragalaktoziliranih i sijaliniziranih struktura (GP27,GP28,GP29,
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GP33,GP40). Kod N-glikana IgG-a utvrdene su slabe negativne korelacije agalaktoziliranih i
monogalaktoziliranih struktura s duljinom trajanja oparacije (IgG-GP3, 1gG-GP5, 19G-GP6,
lgG-GP7, 1IgG-GP8, 1gG-GP10) .

U svrhu ispitivanja strukture promjena N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma i 19G-a
ucinjena je i faktorska analiza s Varimax rotacijom ¢ime su se i N-glikani ukupnih proteina
seruma i 1gG-a grupirali u dvije komponente. Kako razli¢iti glikani svakoj komponenti
doprinose i negativnim i pozitivnim score-om, dobivene informacije su se pokazale

neinformativima za ovo istrazivanje.

3.3 Ispitivanje medusobne povezanosti promjena koncentracija proteina akutne faze i

promjena N-glikanskih profila ukupnih proteina seruma i 1gG-a

Korelacijskom analizom i linearnom regresijom ispitano je slijedi li ja¢i upalni odgovor
statisticki zna€ajna promjena u svojstvima glikozilacijskog profila te postoji li statisticki
znacajna povezanost koncentracija IL-6 s promjenama N-glikanskih profila proteina seruma i
IgG-a tijekom poslijeoperativnog perioda. Nisu utvrdene statisticki znacajne povezanosti
promjena N-glikana ukupnih proteina seruma i N-glikana 1gG-a s koncentracijama STREM-1.
Statisti¢ki znacajne povezanosti N-glikanskih profila s promjenama koncentracija proteina

akutne faze navedene su u Tablici 10.
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Tablica 10. Statisticki znacajne povezanosti N-glikanskih profila s promjenama koncentracija

proteina akutne faze

Glikan CRP IL-6 PCT
r(P) r(P) r(P)
GP2 -0,389 (0,045) - -
GP7 -0,493 (0,008) - -
GP13,14 -0,416 (0,028) - -
GP22 -0,506 (0,006) - -
GP23 0,425 (0,016) 0,405 (0,032) -
GP24 - 0,483 (0,009) -
GP29 - - -0,543 (0,003)
GP32 0,775 (<0,0001) - -
GP39 - 0,378 (0,047) -
GP40 0,548 (0,003) - -
GP41 - - -
GP42 - - -
IgG-GP6 - -0,406 (0,032) -
19G-GP12 - 0,375 (0,049) -
19G-GP14 - 0,401 (0,034) -
IgG-GP16 - 0,556 (0,002) -
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IgG-GP17 - 0,485 (0,069) -
IgG-GP18 - 0,546 (0,003) -
IgG-GP19 - 0,516 (0,005) -
1gG-GP20 - - 0,408 (0,031)
IgG-GP21 - 0,379 (0,046) -
IgG-GP22 - - 0,469 (0,012)
IgG-GP23 - 0,510 (0,006) -
IgG-GP24 - 0,476 (0,010) -

* r — koeficijent korelacije

Porast koncentracija CRP-a pokazuje slabu do umjerenu povezanost s padom odredenih
visokomanoznih struktura (GP2, GP7) te s mono- i digalaktoziliranim i sijaliniziranim
strukturama sa srznom fukozom (GP13,14, GP22). CRP ujedno pokazuje slabu do umjerenu
pozitivna povezanost s digalaktoziliranim 1 sijaliniziranim strukturama s ra¢vaju¢im GIcNAc-
om i srznom fukozom (GP23) te vrlo dobru povezanost s trigalaktoziliranim i sijaliniziranim
strukturama s antenarnom fukozom (GP32). Nije utvrdena povezanost promjena koncentracija

CRP-a s promjenama N-glikanskih profila 19G-a.

IL-6, kao i CRP, pokazuje umjerenu povezanost s digalaktoziliranim i sijaliniziranim
strukturama s racvajuéim GIcNAc-om 1 srznom fukozom (GP23), ali takoder i
trigalaktoziliranim i sijaliniziranim strukturama (GP24) te tetragalaktoziliranim i
sijaliniziranim s antenarnom fukozom(GP39). II-6 pokazuje slabe do umjerene pozitivne
korelacije s mono- i digalaktoziliranim i sijaliniziranim N-glikanima IgG-a neovisno o
prisustvu srzne fukoze, ra¢vaju¢eg GlcNAc-a ili oboje (19G-GP6, 1gG-GP12, 19G-GP14, IgG-
GP16, 1gG-GP18, 1gG-GP19, 1gG-GP21, 1gG-GP23, IgG-GP24).
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U ovom su se radu ispitivali obrasci promjena koji ukazuju na razvoj akutnog upalnog

odgovora i SIRS-a nakon radikalne resekcije kolona.

Kako se u novijoj literaturi i dalje istrazuju specifi¢ni upalni biljezi koji su najprimjereniji za
pracenje upale, definiranje razine upalnog odgovora, dijagnozu i prognozu nakon opseznih
kirurskih zahvata, ispitao se uc¢inak radikalne resekcije kolona na koncentracije sSTREM-1,

CRP-a, IL-6 i PCT-a te N-glikanskih profila proteina seruma IgG-a .

Analizom rutinski prac¢enih parametara koji ulaze u ACCP/SCCM definiciju SIRS-a niti jedan
ispitanik nije razvio SIRS po klinickim 1 laboratorijskim parametrima koje propisuju
smjernice. Dobivene statisti¢ki zna¢ajne promjene u rutinski pra¢enim parametrima nemaju

klini¢ku vaznost.

Kako je spomenuto u uvodnom dijelu rada, mnoge stru¢ne udruge predlazu redefiniranje
SIRS-a uklju¢ivanjem upalnih biljega, od najprisutnijih proteina akutne faze pa do biljega koji

se definiraju novim istraZivanjima.

Analiza vremenskog tijeka promjena koncentracija proteina akutne faze u ovome radu
pokazala je porast koncentracija CRP, IL-6 i PCT-a u ranom poslijeoperativnom periodu
nakon radikalne resekcije kolorektalnog karcinoma. CRP doseze vrSnu koncentraciju 48 sati
nakon operacije, a PCT 24 sata nakon operacije (T1), $to je u skladu s literaturnim
podacima®*4, Koncentracije PCT-a bile su u razini niskog rizika od sepse i septi¢kog $oka u
sve Cetiri tocke mjerenja, $to je u skladu s literaturnim podacima i ukazuje da ispitanici nisu
razvijali nikakve upalne komplikacije®®, a §to je potvrdio i njihov klini¢ki status, kao i
minimalna potreba za mikrobiolo§kim pracenjem. Porast koncentracije IL-6 24 sata nakon
operacije (T1) slijedi rani porast koncentracije PCT-a, ali brze pada i gotovo doseze
vrijednosti preoperativne koncentracije nakon 7 dana (T3), Sto je takoder u skladu s
literaturnim podacima®. Istrazivanja koja ispituju i povezuju postoperativni porast
koncentracija IL-6 s komplikacijama poput dehiscencije anastomoze su ponekad oprecna,
odnosno neka sugeriraju da porast koncentracija IL-6 ukazuje na razvoj komplikacija, dok
druga to osporavaju®’°®, No kako u ovoj studiji nije bilo komplikacija te vrste, nije bilo
moguce potvrditi ili osporiti takve navode, nego je prate¢i definiran vremenski tijek porasta i

pada koncentracija IL-6 u ispitivanoj skupini samo moguce sugerirati da je takva dinamika
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posljedica odgovora na kirurski stres ili neinfektivni SIRS, koje samo prema koncentracijama

CRP-a, IL-6 1 PCT nije mogucée razlikovati.

Prema dobivenim rezultatima, svi ispitivani proteini akutne faze pokazuju trend porasta i pada
u poslijeoperativnom periodu, ali kod koncentracija STREM-1 molekule gdje su uocene
statisti¢ki znadajne, ali, usporedno s literaturnim podacima®*®®, minimalne promijene u
poslijeoperativnom periodu samo u odnosu na to¢ku mjerenja prije operacije (T0). Razlog
tome moze biti da nije doslo do razvoja SIRS-a u punom obliku, ali je takoder potrebno uzeti
u obzir i druge ¢imbenike koji bi mogli objasniti ove rezultate. Jedan od njih je izrazito dobra
supresija upale zbog koritenja optimalne antimikrobne terapije®!, a drugi da je STREM-1
podlozan interferencijama mnogih endogenih (serumskih) kao i egzogenih (mikrobioloskih)
komponenti koje dovode do izrazite varijabilnosti izmedu rezultata razli¢itih proizvodaca®?.
Upravo zbog prethodno spomenutih ograni¢enja, STREM-1 ELISA testovi se moraju
poboljsati na nacin da se varijabilnost izmedu razli¢itih testova ne mora dovoditi u pitanje
kako bi se uopée mogli razmotriti za rutinsku klini¢ku i laboratorijsku primjenu®. Kao prilog
toj tezi, neke studije sugeriraju da mjerenje STREM-1 na mjestu infekcije (poput
cerebrospinalne tekucine, bronhoalvelarnog lavata itd.) ima vecu klinicku znacajnost nego
mjerenje u serumu ili plazmi®. Postoje studije koje definiraju STREM-1 kao pouzdan biljeg
upale i sepse®, ali i publikacije koje sSTREM-1 definiraju kao nepouzdan biljeg upale u

specifi¢nim oboljenjima®®®” zbog prethodno navedenih razloga.

Uzevsi u obzir da u ovom ispitivanju sSTREM-1 nije pokazao statisti¢ki zna¢ajnu promjenu u
ispitivanim vremenskim tockama nakon operacije nego samo u odnosu na vremensku toc¢ku
prije operacije, a u skladu s ostalim klinickim 1 laboratorijskim pokazateljima (leukociti,
tjelesna temperatura, otkucaji srca, pCOz), namece se zakljucak da je u ovom slucaju
intenzivan upalni odgovor posljedica kirurSke traume, ali da nije doSlo do razvoja SIRS-a u
klasicnom smislu. Kao posljedica kirurSke traume, SIRS moze prikriti poslijeoperativne
komplikacije®, a kako je analiza vremenskog tijeka pokazala da u koncentracijama STREM-1
tijekom kirurSkog stresa postoji samo statisticki znacajna razlika u odnosu na vrijeme prije
operacije, ovaj bi biljeg mogao biti nain razlikovanja infektivnog i neinfektivnog SIRS-a.
Statisticki znacajna razlika dobivena za promjene koncentracija sSTREM-1 molekule ne moze
se smatrati klini¢ki znacajnom razlikom za otkrivanje SIRS-a jer je porast koncentracija manji

od onih publiciranih za SIRS, ali takoder sugerira da niti jedan bolesnik nije razvio potpuni
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obim SIRS-a uzrokovanog kirur§kom traumom, nego da je samo odraz upale kao posljedice
kirurskog stresa, §to je takoder u skladu s literaturnim podacima®® ™. Kako se u ovom
istrazivanju koncentracije CRP-a, IL-6 i PCT-a mijenjaju ocekivano u kontekstu akutnog
upalnog odgovora izazvanog kirurSkom traumom, minimalni porast sSTREM-1 govori o dobroj
kontroli upalnog procesa koja se ne moze definirati prema rastu¢im koncentracijama ostala tri
proteina akutne faze, Sto je sukladno istrazivanjima koja su definirala tezinu upalnog
odgovora ili sepse prema njihovim koncentracijama’. Nadalje, kako ispitanici nisu razvili
infektivne komplikacije niti je ispitivana kohorta ukljucivala bolesnike koji su razvili sepsu,

buduce studije trebale bi razjasniti ovu tezu.

Povezanost upalnih biljega s duljinom trajanja operacije ispitivana je kako bi se definirala
povezanost dulje izlozenosti intestinalnoj mikroflori i opsega kirurSkog stresa s mjerljivim
koncentracijama biljega upale, $to je zapravo kvantifikacija skupnih dogadanja prilikom ovog
tipa operacije. Rezultati ove studije pokazali su slabu pozitivhu korelaciju IL-6 i CRP-a s
trajanjem operacije prva dva dana nakon operacije, $to ukazuje da porast koncentracija ova
dva proteina akutne faze odrazava opsezniji kirurski stres. U ovom je slucaju svakako
potrebno uzeti u obzir broj ispitanika koji je za korelacijsku analizu relativno malen pa bi ove

rezultate trebalo potvrditi na ve¢oj kohorti ispitanika.

Slabe i umjerene korelacije otkrile su i unakrsnu povezanost CRP-a i IL-6 jer oni slijede
sli¢nu poslijeoperativnu kinetiku koja je vidljiva iz analize vremenskog tijeka, dok PCT 1
STREM-1 nisu pokazali korelaciju niti s jednim testiranim proteinom akutne faze. U novije
vrijeme Cesto diskutira 0 najprikladnijem odabiru laboratorijskih testova, to¢nosti prilikom
interpretacije laboratorijskih nalaza i racionalnoj dijagnostici u smislu izbjegavanja testova
koji daju istu klini¢ku informaciju’®. U skladu s navednim, doprinos dobivenih rezultata je
ujedno i ukazivnje na nepotrebno usporedno odredivanje koncentracija CRP-a i IL-6 u

poslijeoperativnom pracenju bolesnika nakon radikalne resekcije kolona.

U kontekstu prac¢enja upalnog odgovora i razvoja SIRS-a, u ovom su radu ispitane promjene
N-glikoma proteina seruma i 1gG-a nakon opsezne abdominalne operacije te su se definirale
statistiCki znaCajne promjene. lako su u homeostazi N-glikom proteina seruma i N-glikom
IgG-a priliéno stabilni (proteini seruma CV=5,56%; IgG CV=5,9%)*"">74 koristili smo uzorke

prije operacije kao baznu kontrolu za svakog ispitanika i tako uklonili moguéi utjecaj
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interindividualne varijabilnosti u glikozilaciji. Bazalne vrijednosti, odnosno vrijednosti prije
operacije, vazne su i za proteine akutne faze i za N-glikanske profile jer bolesnici s
kolorektalnim karcinomom imaju promijenjene vrijednosti svih navedenih parametara u
odnosu na zdravu populaciju’®7"87° Bazalne vrijednosti upalnih biljega kod bolesnika s
kolorektalnim karcinomom su nesto poviSene, a IgG glikom u kolorektalnom karcinomu
pokazuje tri glavne razlike od zdravih ispitanika: smanjenje galaktozilacije 1gG-a, smanjenje
sijalinizacije 19gG-a, povecéanje srzne fukoze neutralnih glikana i smanjenje srzne fukozilacije
sijaliniziranih glikana. Smanjenje galaktozilacije i sijalinizacije vidljivo je i u drugim
bolestima®® , stoga se ovaj obrazac promjene ne moze smatrati specifinim za kolorektalni
karcinom. Jedini obrazac koji je specifi¢no primije¢en na ovoj populaciji je obrat fukozilacije

i sijalinizacije kod neutralnih glikana’’.

Veéina promjena N-glikana proteina seruma opazena je 24 sata i 48 sati nakon operacije, §to
sugerira sistemski fizioloSki odgovor i odgovara najjacem odgovoru na kirurski stres. Ovo
opazanje je u skladu s literaturnim podacima koja ukazuju da glikom ne pokazuje promjene
neposredno nakon operacije jer je upala jo$ uvijek lokalizirana, nego tek nesto kasnije, $to

odgovara bifaznom upalnom odgovoru®.

Nakon operacije doslo je do smanjenja gotovo svih glikanskih struktura proteina seruma, ali
je obrazac promjene ipak nesto drugaciji kako upala jenjava. Odmah nakon operacije dolazi
do pada mono i digalaktoziliranih struktura te N-glikana proteina seruma u cijelom
ispitivanom vremenskom periodu. Istovremeno je uofen pad svih struktura s racvajuéim
GIcNACc koji u upali sprje¢ava stvaranje multiantenarnih Secernih lanaca tako §to opstruira

GlcNac transferaze. Na taj na¢in dolazi do smanjenja razgranatih glikana u upali®..

Kod trigalaktoziliranih 1 sijaliniziranih struktura s ili bez racvaju¢eg GlcNAc-a te
tetragalaktoziliranih i sijaliniziranih struktura dolazi do pada 24 sata nakon operacije (T1) te
porasta 7 dana nakon operacije (T3) na razine koje su iste ili vise od predoperativnih.
Triantenarne sijalinizirane strukture odgovaraju sijalil-Lewis X antigenu koji se povezuje s
upalnim odgovorom akutne faze te se smatra da porast plazmatskih proteina koji nose sijalil-
Lewis X antigen u bolesnika s upalnim bolestima ima regulacijsku ulogu u kemotaksiji
leukocita®?83, Osim toga, poznato je da mnogi proteini akutne faze poput hemopeksina,

vitronektina, ol-kiselog glikoproteina, al-antitripsina 1 ceruloplazmina imaju puno
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sijaliniziranih triantenarnih i tetraantenarnih N-glikana®*®® pa promjene koje su dokazane u
ovom ispitivanju mogu biti posljedica pada koncentracije ukupnih proteina seruma ili bi
mogle biti odraz molekularnog mehanizma kontrole upale. Pad koncentracije proteina je
uobicajena posljedica opsezne operacije koja se odrazava na N-glikanske profile, a
molekularni mehanizam kontrole upale bi djelovao kompetitivhom inhibicijom adhezije
selektina. Ovakvu je tezu tesko potvrditi jer se promjene u strukturi glikoma proteina seruma

ne mogu pripisati samo upali. Ovo je svakako jasan limit studije koji nije moguce ukloniti.

Najobilnija N-glikanska struktura proteina seruma, A2G2S2, koja je prisutna na proteinima
akutne faze u smanjenju poput transferina, ali kod proteina akutne faze koji su u porastu®®,

pokazuje obrazac promjene (porast) koji odgovara literaturnim podacima.

N-glikanski profili 1gG-a su takoder pokazali odredene obrasce promjene, iako daleko manje
od promjena N-glikanskih profila proteina seruma jer su promjene IgG-a vrlo
individualizirane u ranoj fazi upale pa se ponekad ¢ine i nasumi¢nima. Kako IgG mijenja
svoju funkciju iz proupalne u protuupalnu dodatkom jedne sijalinske kiseline te dodatkom
fukoze sprje¢ava ADCC i djeluje proupalno*®, a obrazac promjena N-glikoma IgG-a nije
jednoznacan (istovremeni pad mono- i digalaktoziliranih struktura sa srznom fukozom 1
ra¢vaju¢im GlcNAc-om i digalaktozilirane i sijalinizirane strukture), govori takoder u prilog
brzom smanjenju proteina nakon operacije, ali i ¢injenici da je N-glikom IgG-a u ranoj fazi

upale vrlo individualan.

U svrhu ispitivanja ucinka trajanja operacije, Sto pretpostavlja veéi obim kirurSkog stresa,
ispitala se povezanost N-glikanskog profila ukupnih proteina seruma i N-glikanskih profila
IgG-a s duljinom trajanja operacije. Kod N-glikana ukupnih proteina seruma nadene su slabe
pozitivne korelacije duljine trajanja operacije s GP1,GP3, GP17,18 i umjerena pozitivha
korelacija s GP25 ukupnih proteina seruma. Kako se radi o glikanima koji strukturom variraju
na nacin da se radi o agalaktoziliranim, monogalaktoziliranim, digalaktoziliranim 1
sijaliniziranim sa ili bez srzne fukoze ili racvaju¢eg GIcNAc-a te trigalaktoziliranim i
sijaliniziranim s ra¢vaju¢im GlcNAc-om, a uz svijest o Cinjenici da se na cjelokupnoj razini
glikanskog profila proteina seruma dogadaju znacajne promjene, moze se zakljuciti samo da
porast ovih specificnih N-glikanskih struktura prati jac¢i kirurski stres. Jednako tako, odredene

glikanske strukture (GP27,28, GP29, GP33, GP40), mahom trigalaktozilirane i sijalinizirane,
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pokazuju pad s ve¢im obimom kirurS§kog stresa. Kako se u literaturi opisuje pad triantenarnih
stuktura u akutnoj upali*’, lako je objasnjivo da s veéim obimom kirurkog stresa te strukture
pokazuju jos veci pad. Za ovakvu vrstu ispitivanja bila bi pogodnija studija s vise ispitanika
jer bi se jasnije vidjelo jesu li slabe korelacije samo posljedica malog broja ispitanika ili

realan prikaz povezanosti.

U slucaju N-glikana 1gG-a nadene su slabe negative korelacije s duljinom trajanja operacije
kod agalatoziliranih i monogalaktoziliranih struktura (GP3,GP5,GP6,GP7,GP8, GP10), sto

odgovara padu agalaktoziliranih struktura u upali, kao $to je opisano u literaturi®’.

N-glikanski profili se neupitno mijenjaju u stanju akutnog upalnog odgovora, no do sada
nikada nisu definirani kao upalni biljezi koji mogu biti korisni u pracenju akutnog upalnog
odgovora, definiranja SIRS-a i eventualnih razvoja komplikacija. Kako bi se to barem
donekle definiralo, u ovom je radu ispitana povezanost N-glikana proteina seruma i N-glikana
IgG-a s CRP-om, IL-6, PCT-om i STREM-1. Za STREM-1 nisu utvrdene statisticki znacajne
povezanosti niti s jednim N-glikanom ukupnih proteina seruma i 1gG-a, ali su utvrdene slabe
do vrlo dobre povezanosti s ostalim ispitivanim proteinima akutne faze. Upravo nedostatak
korelacije s STREM-1 sugerira da su ovdje opisani obrasci promjena N-glikanskih struktura
vezani uz akutni upalni odgovor koji je posljedica kirur§kog stresa kao $to se moglo zakljuciti
iz promjena CRP-a, IL-6 i PCT-a, ali da ne opisuju sam SIRS iako se neke promjene u ta dva

vrlo sli¢na stanja preklapaju u obrascima promjena glikanskih profila.

Kod prokalcitonina je definirana samo umjerena negativna korelacija s trigalaktoziliranom i
sijaliniziranim strukturom (GP29) N-glikana proteina seruma, te slabe pozitivne korelacije s
digalaktoziliranim i sijaliniziranim strukturama (GP20 i GP22) N-glikana 1gG-a. Ovakve
izolirane, slabe korelacije tesko je komentirati zbog limita broja ispitanika, ali dovoljno je
sagledati iz perspektive da ovo ispitivanje nije ukljucivalo ispitanike sa sepsom i klasi¢nim
SIRS-om gdje bi i koncentracije PCT-a bile vise pa bi bilo moguée realnije procijeniti

povezanost s promjenama glikanskih profila.

Testiranje povezanosti s koncentracijama CRP-a definiralo je slabe negativne korelacije
visokomanoznih struktura N-glikana ukupnih proteina seruma GP2 i GP7 pokazuju s CRP-
om, $to sugerira pad visokomanoznih struktura s porastom CRP-a. Istovremeno je nadena
slaba pozitivna korelacija s GP23 (digalaktozilirani i sijalinizirani s ra¢vaju¢im GlcNAc i1
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srznom fukozom) te vrlo dobra korelacija s trigalaktoziliranom 1 sijaliniziranom strukturom s
antenarnom fukozom, S$to strukturno odgovara Sijalil-Lewis antigenu. Time se izravno
povezuje porast koncentracija CRP-a kao najvise koristenog proteina akutne faze s porastom

Sijalil-Lewis X antigena.

Bitno je naglasiti da je ovo istrazivanje pokazalo promjene sijaliniziranih triantenarnih i
tetraantenarnih sijaliniziranih struktura s fukozom na vanjskoj strani tijekom upale u to¢kama
24 sata nakon operacije i 48 sati nakon operacije pa zajedno s podatkom o vrlo dobroj
korelaciji CRP-a s GP32 govori vi$e da se radi o molekularnom mehanizmu kontrole upale
kompetitivnom inhibicijom adhezije selektina, nego da su ove promjene posljedica pada
koncentracije proteina. Nije utvrdena korelacija CRP-a niti s jednim N-glikanom IgG-a.
Poznato je da je CRP glikoziliran u razli¢itim patofizioloSkim stanjima, stoga je izgledno da
dio promjena glikanskih profila u akutnom upalnom odgovoru odgovara promjenama

glikozilacije CRP-a kao i ostalih proteina akutne faze, a ne IgG-a.

U literaturi su maksimalne promjene u N-glikanskom profilu proteina seruma sukladne
maksimalnom opisanom porastu IL-6 od 4 do 24 sata nakon operacije i poviSenim razinama
48 do 72 sata nakon operacije®’88% U ovom su istrazivanju nadene slabe pozitivne korelacije
s digalaktoziliranim 1 sijaliniziranim strukturama s ra¢vajué¢im GlcNAc-om 1 srznom fukozom
(GP23), trigalaktoziliranim i sijaliniziranim strukturama (GP24) i tetragalaktoziliranim i
sjaliniziranim strukturama (GP39). Postoje literaturni podaci o povezanosti polimorfizma
jednog nukleotida IL-6 sa sastavom 1gG glikoma?, ¢ime se moze povezati utjecaj IL-6 na
promjene glikanskog profila seruma. Dobiveni rezultati povezanosti dinamike promjena IL-6
s promjenama N-glikanskog profila proteina seruma svakako idu u prilog ovoj tezi jer izravno
povezuju IL-6 koji je klasi¢an protein akutne faze s varijacijama u N-glikanskom profilu

proteina seruma.

Istovremeno su definirane slabe do umjerene korelacije s dosta N-glikana 19G-a (GP6, GP12,
GP14, GP16, GP17, GP18, GP19, GP21, GP23, GP24), od kojih je samo GP14 pokazao slabu
negativnu korelaciju, dok su ostali pokazali pozitivhu korelaciju. Kako se ve¢inom radi o
mono- i digalaktoziliranim strukturama koje rastu s ja¢im upalnim odgovorom, dobivenu
povezanost je teSko tumaciti s obzirom na to da neka istrazivanja sugeriraju da glikoforme

lgG-a bez galaktoze povecavaju proupalnu aktivnost tako $to nedostatak galaktoza povecava
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izloZenost manoza srzne strukture te omogucava vezanje na manoza vezujuci lektin (engl.
mannose binding lectin, MBL) koji aktivira lektinski put komplementa®, a druga da nema
razlic¢ite aktivnost negalaktoziliranih 1 galaktoziliranih glikoformi IgG-a na razli¢itim
modelnim sustavima in vivo®. Zbog takvih opreénih saznanja te$ko je razjasniti utjecaj

galaktoze na aktivnost 1gG-a.

Ova studija ima vrlo homogenu skupinu ispitanika koji su podvrgnuti radikalnoj resekciji
otvorenog kolona, ¢ime se moze jasno povezati sistemski upalni odgovor preko porasta IL-6 s
promjenama N-glikanskih profila proteina seruma. Kako IL-6 izmedu ostalog utjeCe na
sintezu 19gG-a koji je jedan od najvise istrazivanih glikoziliranih proteina seruma u razli¢itim
stanjima, od kroni¢nih bolesti do akutnih stanja poput sistemske upale®®®® moguée je tumagiti
dobivene korelacije IL-6 i N-glikanskih profila 1gG-a (ve¢inom mono- i digalaktoziliranim

strukturama) s obzirom da koncentracije 1gG-a i IL-6 koreliraju u sistemskoj upali %.

Sveobuhvatno, u ovom je istrazivanju vidljivo da se N-glikom ukupnih proteina seruma i IgG-
a znacajno mijenja kada je homeostaza poremecena, a kako se definirani obrasci promjena
glikanskih profila mogu izravno povezati s koncentracijama i dinamikom promjene proteina
akutne faze, u kontekstu ovog istrazivanja moguce je gledati na promjenu glikanskih profila
kao promjenu upalnog biljega. N-glikanska analiza ukupnih proteina seruma prikazuje
cjelokupnu sliku promjena (promjene glikozilacije i koncentracije glikoziliranih proteina
akutne faze) te bi, ako se joS dodatno izuc¢i, mogla ukazivati na stupanj 1 smjer upale nakon

opsezne operacije.

Rezultati dobiveni u ovoj studiji govore u prilog da se ispitanicima nije razvio SIRS po
klasi¢noj definiciji, ve¢ da se radilo o odgovoru na kirurski stres. Stoga bi bilo zanimljivo
ispitati razlike kod bolesnika koji su razvili SIRS 1 eventualno u$li u stanje sepse prije i
neposredno nakon operacije kako bi se potencijalno otkrili bolesnici koji su vecem riziku za
razvoj ozbiljnog sistemskog upalnog odgovora. Time bi se i lakSe moglo do¢i do cilja koji

predstavlja kontrolu upalne kaskade.
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Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i rasprave moze se zakljuciti

sljedece:

Operacije kolorektalnog karcinoma otvorenog tipa dovode do opseznog odgovora

akutne faze pra¢enog porastom koncentracija STREM-1, CRP-a, IL-6 i PCT-a.

STREM-1 nije pokazao statisticki znaCajnu promjenu u ispitivanim vremenskim
tockama nakon operacije, Nnego samo u odnosu na vremensku to¢ku prije operacije, za
razliku od ostalih proteina akutne faze, s§to je sukladno Cinjenici da ispitanici nisu

razvili niti infektivni niti ne-infektivni SIRS.

Koncentracije STREM-1 ne koreliraju s duljinom trajanja operacije, $to govori da

porast koncentracija STREM-1 ne odrazava i veé¢i obim kirurskog stresa.

CRP i IL-6 slijede istu dinamiku promjena nakon radikalne resekcije kolona (porast 24
i 48 sati nakon operacije i postepeni pad tijekom 7 dana nakon operacije). Stoga
usporedno odredivanje koncentracija CRP-a i IL-6 nije korisno u kontekstu pracenja

upale poslije radikalne resekcije kolona.

N-glikani ukupnih proteina seruma pokazuju statisticki znacajne promjene gotovo svih
glikanskih struktura. Odmah nakon operacije dolazi do pada mono- i digalaktoziliranih
struktura te svih struktura s raévaju¢im GlcNAc-om, a kod tri- i tetragalaktoziliranih i
sijaliniziranih struktura dolazi do pada u 24 sata nakon operacije. Triantenarne
sijalinizirane strukture odgovaraju sijalil-Lewis X antigenu koji se povezuje s upalnim
odgovorom akutne faze te 7 dana nakon operacije raste do razina koje su iste ili vise
od predoperativnih. Ovo je prva jasnija poveznica akutne faze i promjena N-glikanskih

profila proteina seruma.

N-glikanski profili 1gG-a su pokazali manje od promjena N-glikanskih profila proteina
seruma, a obrazac promjena N-glikoma IgG-a nije jednoznacan (istovremeni pad
mono- i digalaktoziliranih struktura sa srznom fukozom i ra¢vajuéim GIlcNAc-om i
digalaktozilirane i sijalinizirane strukture). N-glikani IgG-a negativno koreliraju s
duljinom trajanja operacije kod agalatoziliranih i monogalaktoziliranih struktura, sto

odgovara padu agalaktoziliranih struktura u upali. Ovakav nepovezani obrazac
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promjene govori u prilog brzom smanjenju koncentracija proteina nakon operacije i

¢injenici da je N-glikom 1gG-a u ranoj fazi upale vrlo individualan.

Za STREM-1 nisu nadene statisticki znacajne povezanosti niti s jednim N-glikanom
ukupnih proteina seruma i 1gG-a, ali su nadene slabe do vrlo dobre povezanosti S
ostalim ispitivanim proteinima akutne faze. Upravo nedostatak korelacije s STREM-1
sugerira da su ovdje opisani obrasci promjena N-glikanskih struktura vezani uz akutni

upalni odgovor koji je posljedica kirurskog stresa, a ne SIRS-a.

Kod CRP-a je nadena vrlo dobra korelacija s trigalaktoziliranom i sijaliniziranom
strukturom s antenarnom fukozom, $to strukturno odgovara Sijalil-Lewis antigenu.
Time se izravno povezuje porast koncentracija CRP-a, kao najvise koristenog proteina
akutne faze, s porastom Sijalil-Lewis X antigena, kao najjasnijeg glikanskog biljega

akutne upale.

Slabe pozitivne korelacije IL-6 s digalaktoziliranim i sijaliniziranim strukturama s
raévaju¢im GICNAc-om i srznom fukozom, trigalaktoziliranim i sijaliniziranim
strukturama i tetragalaktoziliranim i sjaliniziranim strukturama te umjerene korelacije
s mono- i digalaktoziliranim strukturama IgG-a ukazuju da u poslijeoperativnom

periodu IL-6 i N-glikanski profili govore o istom stupnju upale.

U slucaju poremecene homeostaze nakon radikalne resekcije kolona, obrasci promjena
N-glikanskih profila mogu se izravno povezati s koncentracijama i dinamikom
promjene proteina akutne faze. Stoga se na promjenu glikanskih profila moze gledati
kao na promjenu upalnog biljega koji pokazuje cjelokupnu sliku promjena nakon
radikalne resekcije kolona.
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2-AB - 2-aminobenzenamid

ADCC - stani¢na cititoksi¢nost ovosna o protutijelima

Asn - asparagin

CRP - C-reaktivni protein

CV — koeficijent varijacije

ECLIA - elektrokemiluminiscencija

ELISA - “Sandwich* enzimimuno analiza u tekucoj fazi

EU - jedinica emisije

Fab - fragment koji veZe antigen (engl. fragment antigen binding)
Fc - fragment koji kristalizira

HILIC-UPLC - tekucinska kromatografija izuzetno visoke djelotvornosti koja se zasniva na

hidrofilnim interakcijama

HRP - peroksidaza iz hrena (engl. horse raddish peroxidase)
HSP 70 - protein toplinskog Soka 70 (engl. heat shock protein 70)
1gG - imunoglobulin G

IL-1 - interleukin 1

IL-6 - interleukin 6

MBL- manoza-vezujuci lektin (engl. manose binding lectin)
N-GIcNACc - N-acetilglukozamin

pPCO2— parcijalni tlak ugljicnog dioksida

PCT - prokalcitonin
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PNGazaF - peptidil-N-glikozidaza F

SDS - natrijev dodecil sulfat

Ser - serotonin

SIRS - sindrom sistemskog upalnog odgovora

SPE - ekstrakcija na suhoj fazi

STREM-1 - topljivi okidaju¢i receptor eksprimiran na mijeloi¢nim stanicama
TLR - "toll-like" receptor

TMB - 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin

TNFa - faktor nekroze tumora-alfa

TNM - TNM Kklasifikacija malignih tumora (T=tumor, N=okolni limfni ¢vorovi, M=udaljene

metastaze)

TREM-1 - receptor stanica mijeloidne loze-1
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PROMJENE KONCENTRACIJA PROTEINA AKUTNE FAZE | GLIKOZILACIJE SERUMSKIH
PROTEINA KOD AKUTNE SISTEMSKE UPALE NAKON RADIKALNE RESEKCIJE KOLONA

LOVORKA DEREK

Radikalna resekcija kolona dovodi do procesa akutne upale i sindroma sistemskog upalnog odgovora (engl.
systemic inflammatory response syndrome, SIRS). Razina i uzrok SIRS-a nastalog operativnim zahvatima prati
se porastom koncentracije proteina akutne faze koji ukazuju na uzrok i tijek upalnog procesa. Sam tijek i
individualni odgovor na akutnu upalu nisu u potpunosti razjasnjeni. Upravo zato u u ranoj poslijeoperativnoj fazi
sve vecu vaznost ima i pradenje promjena glikozilacije gdje su utvrdene velike individualne razlike u odgovoru
na akutnu sistemsku upalu. Cilj istrazivanja je bio ispitati ucinak radikalne resekcije kolona na razvoj SIRS-a
pra¢enjem promjena koncentracije STREM -1, IL-6, prokalcitonina i CRP-a te promjena glikozilacije ukupnih
proteina seruma i 1gG-a u definiranim toc¢kama mjerenja ¢ime bi se definirala meduovisnost procesa akutne
upale i razvoja SIRS-a sa specifi¢énim promjenama u glikomu i koncentracijama proteina akutne faze.

U istrazivanje je ukljuceno 28 ispitanika (19 muskaraca i 9 Zena) medijana dobi 71 godina (44-85) s dijagnozom
kolorektalnog karcinoma koji su podvrgnuti radikalnoj resekciji kolona otvorenog tipa. Uzorci krvi uzorkovani
su u Cetiri vremenske tocke: 1 dan prije operacije (T0), 24 sata poslije operacije (T1), 48 sati poslije operacije
(T2) i 7 dana poslije operacije (T3) kako bi se obuhvatio i akutni odgovor na kirurski stres, ali i popratilo
jenjavanje upale ili produljena reakcija na kirurski stres.

Rezultati ovog rada pokazali su statisti¢ki znacajne promjene sSTREM-1, CRP-a, PCT-a i IL-6 kao i N-glikanskih
profila ukupnih proteina seruma i N-glikanskih profila IgG-a prije operacije te tijekom 7 dana poslijeoperativnog
praenja ispitanika. Takoder su utvrdene korelacije IL-6 kao i odredenih glikanskih struktura N-glikanskih
profila ukupnih proteina seruma i N-glikanskih profila 1gG-a s duljinom trajanja operacije. Korelacijskom
analizom i linearnom regresijom ispitana je povezanost koncentracija proteina akutne faze s promjenama N-
glikanskih profila te su nadene slabe do vrlo dobre korelacije CRP-a, IL-6 i PCT sa specifi¢nim strukturama od
kojih je najjasnija bila korelacija CRP-a s tetragalaktoziliranom i sijaliniziranom strukturom s antenarnom
fukozom. STREM-1 nije pokazao zna¢ajnu korelaciju s niti jednim drugim ispitivanim biljegom.

Ovo je istraZivanje pokazalo da radikalna resekcija kolona ne dovodi nuzno do SIRS-a, a da se tijek i dinamika
upale kao odgovora na kirurski stres moze pratiti porastom koncentracija proteina akutne faze, pri cemu
promjena koncentracija STREM-1 moze ukazati da nije doslo do razvoja SIRS-a. Takoder se razjasnilo da
glikanski profili pokazuju vrlo jasne obrasce promjena koji se mogu povezati S promjenama koncentracija
proteina akutne faze te bi se njihovim daljnjim izucavanjem otvorila moguénost koristenja dobivenih podataka

glikanskih profila u svrhu individualnog i sveobuhvatnog pracenja ranog upalnog odgovora.
Rad je pohranjen u Centralnoj knjiznici Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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CHANGES IN ACUTE PHASE PROTEINS CONCENTRATIONS AND SERUM PROTEINS
GLYCOSYLATION IN ACUTE SYSTEMIC INFLAMMATION AFTER RADICAL COLON
RESECTION

LOVORKA DPEREK

Colorectal cancer surgery, as well as all severe surgical procedures, lead to strong acute phase response and
systemic inflammatory response syndrome (SIRS). The extent and the cause of SIRS are monitored with acute
phase proteins that point to the cause and course of inflammatory process. The course and the individual
response to acute inflammation are not completely understood. In early postoperative phase there is also an
increasing importance in monitoring glycosylation changes, where large individual differences have been
identified in acute systemic inflammation response. The aim of this study was to test the effect of radical colon
resection on SIRS development by monitoring soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1
(STREM-1), interleukin-6 (IL-6), procalcitonin (PCT) and C-reactive protein (CRP), as well as the changes in N-
glycosylation profiles of total serum proteins and immunoglobulin G (IgG) in defined points of measurement
that would define interdependence of acute inflammatory process and SIRS development with specific glycome
and acute phase proteins changes.

This study included 28 participants (19 men and 9 women) with a median age of 71 years (44-85) and with
colorectal cancer diagnosis that underwent radical colon resection. Blood samples were collected in 4
measurement points: 24 hours before the surgery (T0), 24 hours after the surgery (T1), 48 hours after the surgery
(T2) and 7 days after the surgery in order to define acute response to surgical stress, as well as to define the
decrease of inflammations or notice the extended reaction to surgical stress.

The results showed statistically significant differences of STREM-1, CRP, IL-6 and PCT, as well as changes in
N-glycan profiles of total serum proteins and 1gG before the surgery and during 7 days of postoperative
recovery. Significant correlations for IL-6, as well as some N-glycan structures of total serum proteins and 1gG,
were discovered with the duration of the surgery. Correlation and linear regression analysis revealed weak,
moderate and very good correlations between CRP, IL-6, PCT and N-glycan profiles of total serum proteins and
1gG. The strongest discovered correlation was the very good correlation of CRP with tetragalactosilated and
syalinisated structure with antennary fucose. STREM-1 did not reveal any significant correlation with any other
tested parameter.

This study showed that radical colorectal cancer surgery does not necessarily lead to SIRS and the course and
dynamics of inflammation as the response to surgical stress can be followed by the rise of the acute phase
proteins. Changes of STREM-1 concentrations can indicate that there is no SIRS development. This study also
clarified that glycan profiles show very distinct change patterns that can be related to the acute phase proteins
concentrations changes. Further research of the glycan profiles could open up the possibility of using the
acquired data for individual monitoring of the early inflammatory response.
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