 1. UVOD

1.1 Definicija perinatalne asfiksije, hipoksije i ishemije

Perinatalna asfiksija je složen klinički problem koji se najčešće definira kao poremećaj izmjene respiracijskih plinova u posteljici fetusa tijekom porođaja ili u plućima novorođenčeta nakon rođenja (1,2,3,4). Iako sama riječ asfiksija znači „bez pulsa“,  (grčki:  a-ne + sfygmos-kucanje bila-ugušenje, prividna smrt) (5), asfiksija u kliničkom smislu znači stanje novorođenčeta netom nakon rođenja gdje dijete ne diše (apneja), ali ima očuvan ili oslabljen puls (2). Pojam asfiksija uvriježen je u medicinskoj terminologiji za teška stanja fetalnog i neonatalnog respiracijskog distresa koji pokreću munjevito cijelu kaskadu fizioloških procesa sa kratkoročnim i dugoročnim učincima na organizam. 

Također se asfiksija može definirati i kao stanje narušene izmjene plinova,  koje je obilježeno    porastom laktata, ugljičnog dioksida i drugih otpadnih produkata, kao i značajnim smanjenjem koncentracije kisika u krvi (6). 

Dok je pojam asfiksija rezerviran za udruženo stanje hipoksije, hiperkapnije i acidoze, pojam hipoksija  se odnosi na stanja nedostatka kisika bez prateće acidoze (1, 6).

Hipoksija znači smanjenu opskrbu tkiva kisikom, a posljedica je smanjenog tlaka kisika u krvi (hipoksemična hipoksija), smanjenog krvnog protoka (ishemična hipoksija) ili smanjenog kapaciteta krvi za dopremu kisika krvlju (anemična hipoksija).

Ishemija je smanjenje krvnog protoka, s posljedičnim smanjenjem kisika i glukoze u potrebnim količinama koje dovodi do organskog oštećenja (6).

Hipoksija kao fiziološko-patofiziološki događaj ima važno značenje i pri normalnom i pri patološkom porodu. Za vrijeme početne dilatacije cerviksa, pH fetalne krvi pada od 7,37 na 7,27 pri potpunoj dilataciji (7,8). Dakle,  pri normalnom porodu prisutan je izvjestan stupanj hipoksije i acidoze. Ova su kolebanja plinova u arterijskoj krvi ipak blaga i reverzibilna pa se vjeruje da ova „tranzitorna asfiksija“ ima fiziološku ulogu u pripremi fetusa za početak normalnog disanja (7,8). Većina djece (više od 95%) prevladava ovu prepreku bez većih problema. Samo manji broj zahtjeva aktivnu pomoć pri započimanju prvih udaha i početku vrlo važne alveolarne ventilacije (što je zapravo uvjet za opstanak u novoj sredini) (7, 8). Ako je početak disanja neuspješan, umjetno prodisavanje brzo će spriječiti patološku inverziju plinova u krvi novorođenčeta i brzo će uspostaviti ekstracelularnu i intracelularnu homeostazu. Tako će primarna reanimacija spriječiti ne samo prijeteću smrt, nego će skraćivanjem razdoblja hipoksije, hiperkapnije i acidoze prevenirati perinatalnu hipoksičnu ozljedu tkiva od kojih je najteža ozljeda mozga. Asfiksiju zbog svega ovoga  treba razumjeti kao medicinski pojam za kliničku manifestaciju (dijete ne diše!) koja je posljedica različitog stupnja hipoksije  (7,8).

Iako se u istraživanjima na životinjskim modelima mogu posebno simulirati i ispitivati patofiziološki mehanizmi nastanka teške asfiksije, hipoksije ili ishemije (fokalne ili globalne), u kliničkoj je stvarnosti gotovo nemoguće odvojiti ta stanja, pa se i označavaju kao hipoksično-ishemična ozljeda (1,6,7). Kod humanog novorođenčeta je često vrlo teško  odrediti trajanje hipoksije i njezin intenzitet u tijeku samog poroda.Također se uvijek  pokušava mjeriti učinak anoksije (hipoksije) stupnjem asfiksije u novorođenčeta  čiji je razvojni potencijal samo djelomično poznat (npr. gestacijska dob) i čija je  otpornost ili osjetljivost  na različite stupnjeve hipoksije različita od djeteta do djeteta. 

Sva složenost definicije asfiksije/hipoksije/ishemije najbolje se ogledava u preporukama brojnih autora u preciznijoj dijagnozi asfiksije/hipoksije sintezom kliničkih znakova i biokemijskih parametara ( 1,9,10,11).

1.2. Uzroci perinatalne asfiksije (hipoksije)

Uzroci se dijele na one od strane majke, u porodu, fetalne uzroke i na uzroke od strane novorođenčeta (1, 2).

Majčinski uzroci: dijabetes melitus, arterijska hipertenzija, bolest srca, neki lijekovi ili EPH gestoza .

U porodu: odljuštenje placente, placenta previja, prolaps pupkovine, porod zatkom, operativni završetak (sekcija), rijetko nagli porođaj.

Fetalni uzroci: kongenitalne anomalije, intrauterine infekcije, respiracijska depresija zbog anestezije ili analgezije majke, anemija zbog hemolitičke bolesti, hemoragični šok.

Od strane novorođenčeta: prirođene anomalije respiratornog trakta, dijafragmalna hernija, intrauterina pneumonija, intrapartalna aspiracija plodove vode, ozljede mozga, spinalne moždine ili živca frenikusa, depresija središnjeg živčanog sustava (SŽS) analgeticima i spazmoliticima majci u porodu (2).

Iako ovako nabrojani (iz didaktičkih razloga), u praksi se često ovi uzroci kombiniraju: npr. vrlo često se asfiksija novorođenčeta nadovezuje na asfiksiju u porodu.

Akutna fetalna asfiksija je rijetka i svodi se na opstetričku hitnost kao što je prolaps pupkovine ili velika abrupcija placente. Većina djece zapravo pokazuje znake subakutnog ili kroničnog procesa intermitentnih hipoksičnih epizoda (4).

Ovi znaci mogu biti prepoznati ultrazvučnim pregledom trudnice gdje je oligohidramnios i intrauterini zastoj rasta  važan pokazatelj fetalne prenatalne asfiksije/hipoksije. Za procjenu rizika asfiksije ustanovljen je fetalni biofizički profil gdje se indeksira pet ultrazvukom odredivih biofizičkih varijabli (fetalni pokreti disanja, veliki tjelesni pokreti, tonus, reaktivnost srčane akcije, semikvantitativno određivanje volumena amnijske tekućine) (4). 

Važan čimbenik pri razmatranju pitanja asfiksije je i opremljenost i uvježbanost opstetričkih timova za aktivnu reanimaciju u operacijskim dvoranama, što može direktno skratiti ili produžiti fetalnu ili novorođenačku hipoksiju. Posljednjih godina u nas, a posljednjih desetljeća u razvijenim zemljama, sa dobro uvježbanim perinatalnim timom (porodničar, neonatolog, medicinska sestra) smanjila se incidencija teških asfiksija. Ipak ostaje jedan mali postotak nepredvidivih slučajeva koji se teško spriječavaju i primjenom najsuvremenije opreme i porodničke vještine (1, 7).

1.3. Učestalost perinatalne asfiksije/hipoksije

Općenito postoji nedostatak konzistentnih podataka o učestalosti perinatalne asfiksije/hipoksije. U razvijenim zemljama sa dobro organiziranom perinatalnom zaštitom procjenjuje se incidencija  2-6/1000 terminske novorođenčadi (2, 4).

Procjena incidencije asfiksije varira i zbog neujednačenih dijagnostičkih kriterija, tj. ovisno o tomu uzimaju li se u obzir samo donešena, ili nedonešena ili sva djeca sa znacima asfiksije.

Tako izvještaji variraju o incidenciji na porodu od 25/1000 donešene novorođenčadi, a 73/1000 nedonešene novorođenčadi u Kanadi (12)  do 5,4/1000 u Švedskoj kasnih osamdesetih godina (13) ili u regiji Stockholma  2,56/1000 (14). Glede intrapartum asfiksije sigurno je da je poboljšanjem opstetričke skrbi incidencija ove vrsti asfiksije značajno smanjena kako u zemljama visoke tehnologije (1-2/1000 )(15) tako i u  zemljama u razvoju (5,5/1000) (16).

U zemljama niskog ekonomskog standarda postoji nedostatak pouzdanih podataka o incindenciji perinatalne hipoksije (2).

1.4. Patofiziologija asfiksije

 Reakcija  novorođenčeta na perinatalnu asfiksiju ovisi o nekim čimbenicima: 1. zrelost tj. gestacijska dob, 2. ugljikohidratne i bazne rezerve, 3. fetalne bolesti, malformacije, 4. brojni opstetrički čimbenici. Važni su i medikamenti dati majci (sedativi, anestetici, analgetici) i temperatura okoline. Nadalje,  dva tipa asfiksije  mogu biti očigledna:

Kronična asfiksija: plod trpi od rekuretnih epizoda asfiksije koji se ponavljaju (nekoordinirane kontrakcije maternice ili rekurentne epizode okluzije pupkovine), a između njih je razdoblje kratkotrajnog oporavka. Za vrijeme tih epizoda u fetusa se  povećava krvni tlak, ima bradikardiju, fetalni PaO2  (parcijalni arterijski tlak kisika) pada, energetski metabolizam se usmjerava anaerobnim putem od glukoze do laktata. Raste PaCO2 (parcijalni arterijski tlak ugljičnog dioksida), a obično kao posljedica nastaje miješana respiracijska i metabolička acidoza. Ako se takvo dijete rodi odmah, disanje mu je suprimirano, ali se na reanimaciju oporavlja vrlo brzo i posljedice ne moraju biti velike, ako izostanu neonatalne komplikacije (4,6,15). Međutim, ako ove epizode traju duže, fetus se ne uspijeva oporaviti između pojedinih prekida dopreme kisika, postepeno se iscrpljuju hemodinamske kompenzacijske mogućnosti, nastaje hipotenzija i dublja acidoza. Poslije porođaja i usprkos brzoj reanimaciji ovakvo dijete će imati rane i kasne znake postasfiktične bolesti (4,6,15).

Akutna asfiksija:  Ovo stanje je dobro ispitano na životinjskim modelima (17). Nakon nekoliko površnih dišnih pokreta u kojima nema razmjene plinova, novorođene životinje „prestaju disati“  što se  naziva primarna apneja, a može  trajati i do desetak minuta. Ipak većina životinja počinje dahtati (engl. gasping) povećavajući frekvenciju i snagu disanja, a zatim se frekvencija i snaga disanja postupno smanjuju sve do posljednjeg udaha. Nakon ovog razoblja dahtanja opet slijedi apneja, ali ovaj put je to terminalna apneja.  

Srčana frekvencija opada brzo poslije rođenja, raste  u primarnoj apneji i ranoj fazi dahtanja, a zatim se usporava. Srčana aktivnost se nastavlja još deset minuta ili više nakon posljednjeg udaha. Razdoblje od posljednjeg udaha do prestanka srčane akcije naziva se sekundarna ili terminalna apneja (17). Na kraju terminalne apneje razvija se teška metabolička ili miješana acidoza: PaCO2 prelazi 100 mmHg, pH < 6,5 i PaO2  je nemjerljiv. Razvija se hiperkalijemija s preko 15 mmol/L. Novorođeni primati mogu preživjeti potpuni nedostatak kisika u trajanju od dvadeset minuta. Ovo je omogućeno velikim rezervama glikogena u mozgu, jetri i miokardu koji može proizvoditi energiju anaerobnim putem kao i mogućnošću neonatalnih tkiva da metaboliziraju laktoketone (18).

Reakcija životinje na asfiksiju ovisi o stadiju asfiksije. Ako životinja dobije kisik ili zrak nakon terminalne apneje, ona više ne započinje spontano disanje. Ako se u humanog novorođenčeta razmatra samo asfiksija, odgovor ovisi o pH krvi u trenutku rođenja. Ako je njegova vrijednost viša od 7,25 (primarna apneja, blaga acidoza), ono započinje spontano disati. Ako je njegova vrijednost od 7,00-7,10 (umjerena acidoza), još uvijek može spontano disati, ali zahtijeva nadzor u postpartalnom razdoblju. U vrlo teških intrapartalnih asfiksija (pH < 7,00- teška acidoza) dijete je obično mlitavo, bradikardično i u terminalnoj apneji. Potrebna je aktivna timska reanimacija norvorođenčeta (6,15). Poslije reanimacije u izvjesnog broja novorođenčadi nastupa brz i potpun oporavak. U većine međutim, nastupaju morfološka i funkcionalna oštećenja brojnih organskih sustava -„postasfiktični sindrom“(1)

Patofiziološku osnovu ovih lezija predstavlja iscrpljivanje mehanizama kardiovaskularne i metaboličke adaptacije fetusa (ili novorođenčeta) na hipoksično-ishemični stres (11,12). Temeljni proces u hipoksiji je preraspodjela protoka krvi u korist vitalnih organa (1,6,7,12). Kao inicijalni poremećaj dolazi do vazokonstrikcije i smanjenja protoka krvi kroz „periferne“ veskularne zone (bubrezi, probavni trakt, koža, mišići). Nakon toga u jednom ograničenom vremenskom razdoblju raste sistemski krvni tlak omogućujući zadovoljavajuću perfuziju mozga, miokarda i nadbubrežnih žlijezda (faza cirkulacijske kompenzacije). U slučaju dugotrajne  hipoksemije ova periferna vazokonstrikcija opterećuje miokard i smanjuje dotok krvi u desnu pretklijetku. Tako dolazi do smanjenja srčanog minutnog volumena, sistemske hipotenzije i razvoja ishemije u svim organima (faza cirkulacijske dekompenzacije). Brojna organska oštećenja do kojih dolazi u fazi cirkulacijske dekompenzacije pojavljuju se kao multiorganski postasfiktični sindrom s oštećenjem pojedinog sustava ili češće kombinacijom oštećenja više sustava. U preko 35% oboljelih kliničkom slikom dominiraju znaci disfunkcije središnjeg  živčanog sustava (1,6,7,12).

 1.5. Klinička slika 
Postoji izrazita povezanost kliničke simptomatologije i fizioloških procesa u asfiksiji koje je još 1953.g. W. Apgar vrlo praktično povezala u danas svim kliničarima prepoznatljiv kod vitalnosti novorođenčeta (1,9,19). Bodovanjem pet važnih kliničkih parametara u prvoj i petoj minuti života ocjenama 0, 1, 2 moguće je ocijeniti dijete ocjenom od 0-10.

Ukupna ocjena od 0-10 osim aktualne kondicije ukazuje i na eventualnu potrebu za akcijom (reanimacija, nadzor u jedinicama intenzivnog liječenja).

Odnos između Apgar indeksa i kliničkog stanja koja se procjenjuje prikazan je Tablicom 1. 

Tablica 1. Odnos između Apgar indeksa (skora) i kliničkog stanja novorođenčeta ( 1)

	Apgar indeks
	Kliničko stanje

	0
	Ne diše, nema srčane akcije

	1-3
	Ima slabu srčanu akciju

	4-6
	Usporeno započeto spontano disanje

	7-10
	Normalno novorođenče


Apgar indeks 5-7 znak je umjerene asfiksije. Indeks 3, 4 znak je teške  asfiksije koja obično zahtijeva reanimaciju pozitivnim tlakom zraka i kisika. Indeks 0, 1 i 2 znak je najtežeg oblika asfiksije koji zahtijeva agresivnu reanimaciju (obično intubaciju, prodisavanje kisikom ili zrakom, te medikamente- adrenalin, bikarbonate) (1, 4).

Kad je novorođenče se asfiksijom rođeno, teško je pretpostaviti kad je incident nastao (tijekom trudnoće, u porodu). Ako je prekid dotoka kisika akutan, klinička slika je izražena vrlo niskim  Apgar indeksom. Ako je nedostatak kisika kroničan, nastaje prilagodba fetalne cirkulacije na sve jaču hipoksemiju centralizacijom krvotoka, tako da simptomi asfiksije (hipoksije) na rođenju mogu biti latentni, a prava klinička slika hipoksije nastupa kasnije, tj. obično nekoliko sati nakon rođenja patološkom ekspresijom pojedinog organskog sustava (pluća, srca,, mozga, crijeva, bubrega) (7, 11, 12).

Budući je klinička slika asfiksije dramatična, terapijski postupci su iznimno važni za održavanje života. Razumijevanje biokemijskih promjena pri asfiksiji/hipoksiji temeljeni na eksperimentima na animalnim modelima omogućili su uvođenje u perinatologiji dobro definiranog postupnika (algoritma) za reanimaciju (4,6). Tu je najvažnije pročišćavanje dišnih puteva i potpomognuto prodisavanje kisikom ili mješavinom kisika i zraka što brzo prekida patološki slijed metaboličke katastrofe. 

Osim kliničke simptomatolgije vezane za pluća i vidljive odmah  po rođenju, značajna simptomatologija vidljiva je i u ostalim organskim sustavima, od kojih je najvažniji središnji živčani sustav (SŽS).

1.5.1. Neurološka simptomatologija asfiksije (hipoksije)
Težina ozljede SŽS teško se može predvidjeti odmah u prvim satima poslije oživljavanja hipoksičnog novorođenčeta. Promjene se mogu javiti u bilo koje vrijeme unutar 79-96 sati (2, 12). Hipoksično- ishemična encefalopatija (HIE) obično se razvija u prva 72 sata života asfiktičnog novorođenčeta, a česta je posljedica teže hipoksije. Autorski tim Sarnat/Sarnat  definirao je 1976.g.  „sindrom HIE“ u tri značajna stupnja (20):

1 Blaga HIE  (stupanj I.): pretjerana budnost, iritabilnost, normalan mišićni tonus, normalni ili hiperaktivni refleksi, konvulzije.

2 Umjerena HIE (stupanj II.): letargija, smanjena spontana motorika, proksimalna muskularna slabost, sniženi primitivni refleksi i konvulzije.

3 Ozbiljna (teška) HIE (stupanj III.): stupor ili koma, značajno snižen mišićni tonus, odsutni primitivni refleksi, konvulzije koje mogu biti tvrdokorne na terapiju, ali također mogu biti i potpuno odsutne.

Ovaj spektar simptomatologije HIE uglavnom korelira sa krajnjim neurološkim ishodom (11). Stupanj I. HIE  obično traje manje od 24 sata, a neuroloških oštećenja u kasnijoj dobi nema. Od 20-40% djece iz druge kategorije HIE razvija neurološka oštećenja, posebice ako abnormalna neurološka simptomatologija traje dulje od jednog tjedna (11, 21).

Sva novorođenčad sa neurološkim poremećajem iz treće kategorije (stupanj III. HIE) imaju ozbiljne neurološke posljedice, npr. cerebralnu klijenut, epilepsiju, mentalnu retardaciju ili mikrocefaliju (11, 21). Ova neurološka simptomatologija danas se osim pažljivim kliničkim pregledom može obogatiti i drugim dijagnostičkim metodama, npr. ultrazvučnim pregledom mozga kroz veliku fontanelu, kompjutoriziranom tomografijom mozga (CT), magnetskom rezonancijom mozga (MRI), positronskom emisijskom tomografijom (PET), elektroencefalografijom mozga (EEG).

Budući je većina ovih metoda vezana za značajnije smanjenje komfora (transport!) teško bolesnog novorođenčeta, za sada u akutnoj fazi bolesti većina jedinica intenzivnog liječenja preferira ultrzvučni pregled mozga (UZV mozga) prijenosnim aparatima i odgovarajućom sondom koja minimalno narušava stanje novorođenčeta često priključenog na respirator i dotok kisika (6,11).

1.5.2. Multiorgansko postasfiktično oštećenje

„Oštećenje sistemnog krvnog protoka koje izaziva oštećenje mozga, također u pravilu oštećuje i druge organe“ (22). To je posljedica redistribucije fetalne (neonatalne) cirkulacije iz manje važnih u vitalne organe (mozak, srce, nadbubrežna žlijezda) (23,24).
Postasfiktična plućna bolest uključuje sindrom aspiracije mekonija, perzistentnu fetalnu cirkulaciju, plućnu hipertenziju i respiracijski distres sindrom (RDS). 

Bubrežna bolest se javlja s oligurijom, hematurijom, proteinurijom, renalnom insuficijencijom i trombozom renalne vene (25,26).

Kardiovskularna oštećenja se javljaju sa znacima trikuspidne insuficijencije, miokardijskom nekrozom, hipotenzijom ili šokom.

Gastrointestinalna bolest se može pojaviti u vidu nekrotizirajućeg enterokolitisa i hepatalne disfunkcije. 

Hematološki poremećaj se pojavljuje kao  trombocitopenija, diseminirana intravaskularna koagulopatija.

Metabolička disfunkcija se javlja u obliku metaboličke acidoze, hipoglikemije, hipokalcemije,  hiponatremije.

SŽS je jedini sustav čije oštećenje ostavlja trajne posljedice. Svi ostali sustavi pogođeni asfiksijom u neonatalnom razdoblju se uglavnom potpuno oporavljaju (26).

1.6. Dijagnoza asfiksije/hipoksije

Kliničku sliku asfiksije /hipoksije čini više kliničkih, laboratorijskih i funkcionalnih pojava koje se nadovezuju tako da se dijagnoza asfiksije/hipoksije obično postavlja na kraju zbivanja (2,27). Ni jedan pojedinačni simptom ili  biokemijski znak nije dovoljan za preciznu dijagnozu. Stoga su definirani izvjesni kriteriji koji moraju biti prisutni u novorođenčeta ako je u pitanju asfiksija koja će rezultirati neurološkim deficitom (8,9).

U te kriterije spadaju (1):

1. Duboka metabolička ili miješana acidoza (pH<7,00) u umbilikalnoj arteriji

2. Apgar indeks 0-3 duže od pet minuta

3. Klinička neurološka oštećenja u ranom neonatalnom razdoblju

4. Dokaz o multiorganskoj sistemskoj disfunkciji u neposrednom novorođenačkom razdoblju.

Ovi kriteriji  perinatalne asfiksije isključuju iz dijagnoze brojne slučajeve koji su ranije poimani kao asfiksija (npr. Apgar indeks manji od 5, tzv. blijeda asfiksija), a koji mogu biti posljedica nekih drugih uzroka  (npr. majčina sedacija).

Ipak je važno naglastiti, dok je pojam asfiksija vezan za udruženo stanje hipoksije, hiperkapnije i acidoze, pojam hipoksija rezerviran je za klinička stanja koja su posljedica blažeg nedostatka kisika i obilježena su samo sniženom saturacijom kisika u krvi, ali ne i teškom acidozom (1,4). Takvi slučajevi su češći u kliničkoj praksi od slučajeva prave asfiksije, koji postaju posljednjih godina sve veća rijetkost.

1.6.1. Indeks po Apgarovoj

Indeks bodovanja vitalnosti u prvoj i petoj minuti života (W. Apgar) dugo je služio kao definicija perinatalne asfiksije. Kasnije je dokumentirano da Apgar indeks nije sinonim za hipoksiju, acidozu ili asfiksiju (8,9). 

       Gestacijska dob, lijekovi dati majci tijekom poroda, novorođenačka kardiopulmonalna kondicija, kongenitalne anomalije ili neke neuromuskularne bolesti mogu interferirati sa ovom procjenom vitalnosti. Također valja imati u vidu i „subjektivnost procjene“. Iako Apgar indeks ima slabu senzitivnost, ima dobru prediktivnu vrijednost ako se procjenjuje nakon 10, 15, ili 20 minuta (28). Relativna vrijednost Apgar indeksa objašnjena je u nekoliko studija (9,19,25), a Silverman i suradnici su dokazali da je 25-75% djece sa signifikantnom acidozom imalo procijenjen uredan Apgar indeks (29). Također je dokazano da je samo 6-10% djece sa cerebralnom klijenuti posljedica porodne asfiksije (30,31,32,33). Nizak Apgar indeks ne dokazuje niti uzrok deprimiranosti novorođenčeta. Značenje Apgar indeksa kao ocjene perinatalne asfiksije ili hipoksije može se razmatrati samo u sklopu ostalih kliničkih i biokemijskih parametara (1).

1.6.2. Neurološka oštećenja
Postasfiktično  stanje je obilježeno ranim i kasnim neurološkim znacima. Rani znaci su formulirani kao stupnjevi hipoksično-ishemične encefalopatije (20, 21, 34,35).

Ovako definirana klinička slika imala je i prognostičko značenje: djece sa stupnjem I.HIE imala su dobar ishod. Djeca sa stupnjem II. HIE imaju varijabilan neurološki ishod. Taj ishod najviše ovisi o općem kliničkom tijeku bolesti i eventualnim komplikacijama. Najteži ishod (cerebralna klijenut ili smrt) imaju djeca sa stupnjem III. HIE. Ako se ovaj stupanj HIE gleda u svjetlu perinatalne asfiksije, preciznu dijagnozu početka inzulta moguće je odrediti samo u postmortem istraživanjima (35).

1.6.3. Biokemijski markeri

Glavni biokemijski pokazatelj hipoksije je hiperkarbija, acidoza (i respiracijska i metabolička) i posljedični nizak pH krvi. Općenito se takva acidemija u fetusa ili novorođenčeta obilježava i kao respiracijska, metabolička ili miješana. Iako je miješana acidemija  u začetku često respiracijska, metabolička komponenta može dominirati (visok pCO2,  vrlo niski bikarbonati, vrlo visok deficit baza). Normalan umbilikalni arterijski pH odmah po rođenju je od 7,25-7,35, a razina od pH 7,25-7,20 smatra se preacidozom, dok se pH< 7,20 smatra acidozom. Nekoliko studija bavilo se analizom umbilikalnog pH, Apgar indeksom, neposrednom neurološkom slikom i stupnjem deficita baza (1,36,37). U zaključku se može prihvatiti (s oprezom) da nizak pH ne mora biti povezan sa lošim neurološkim ishodom i da je vjerojatno tek pH niži od 7,0 (odmah po rođenju iz umbilikalne arterije), znak značajnije acidemije. Također je važno da mnogi fetusi s pH< 7,00 ne moraju pokazivati znake perinatalne asfiksije i da takva acidemija sama za sebe nije dokaz da se dogodio moždani  inzult (1,36,37) Glede vrijednosti baznog deficita mnoge studije ne daju specifične vrijednosti koje bi bile pretkazatelji fetusne ozljede (36,37,38). Portman i sur.  navode vrijednost baznog deficita od -20 mEq/L po rođenju kao prediktivnu za neurološku ozljedu (25). Vrijednost baznog deficita međutim mijenja se vrlo brzo u minutama i satima po rođenju pa je vrijedno uzeti u obzir trenutak uzimanja krvi za analizu kao i izvor uzorka (arterija, vena, kapilara) i poznavati normalne vrijednosti sa standardnim devijacijama za svaki sat uzimanja. To se postiže komparacijom vlastitih uzoraka sa standardima danim u tablicama (1,3). Hipoksija i anaerobni metabolizam dovode do stvaranja laktata kao produkta i njegovo mjerenje neposredno po rođenju može dati uvid u postojanje hipoksije (39). Također hipoksija dovodi do iscrpljivanja ograničenih rezervi glikogena pa nastaje ubrzani katabolizam energijom bogatih purinskih baza (ATP-adenozin-trifosfat u AMP) do hipoksantina. Stoga se u tkivima i tjelesnim tekućinama nakuplja hipoksantin čija je daljnja razgradnja u mokraćnu kiselinu blokirana zbog nedostatka kisika. Ova pojava hipoksantina moža služiti kao mjera za prekid normalnog energetskog metabolizma i početak umiranja stanica (40).

1.7.  Patogeneza i neuropatologija  hipoksično-ishemične encefalopatije (HIE)

1.7.1.  Hemodinamske promjene

Nedovoljna oksigenacija krvi pokreće niz povezanih procesa u kojima je nekroza moždanih stanica krajnji ireverzibilni događaj i osnovni morfološki supstrat HIE (27,35,41,42,43).

Staničnu smrt može pokrenuti ili ubrzati i razvoj cerebralne ishemije. Ishemija SŽS uvijek prati tešku hipoksemiju u fazi cirkulacijske dekompenzacije. Disfunkcija lokalnih regulatornih mehanizama doprinosi daljnjem pogoršanju cerebralne perfuzije. Cerebralna perfuzija (volumen krvi koji u jedinici vremena protiče kroz mozak) u novorođenčadi ovisi o istim čimbenicima kao i kod djece kasnijeg uzrasta s nekim iznimkama. Sa patogenetskog i kliničkog stajališta važne su razlike u reagiranju moždanih krvnih žila na promjene parcijalnih tlakova kisika i ugljičnog dioksida u krvi. Hipoksemija dovodi do snažnije, a porast parcijalnog tlaka ugljičnog dioksida do slabije cerebralne vazodilatacije nego što je to u starije djece (44). Cerebralna krvožilna mreža u novorođenčadi ima mogućnost održavanja konstantnog protoka krvi kroz mozak unatoč varijacijama sistemskog arterijskog protoka. 

U osnovi te autoregulacijske sposobnosti je promjena promjera krvnih žila (vazodilatacija pri sniženju srednjeg arterijskog tlaka i obratno). Mogućnost autoregulacije se iscrpljuje ako srednji arterijski tlak pada ispod 5,3kPa (40 mmHg), ili ako su njegove vrijednosti više od 11,5 kPa (80 mmHg). Pored toga, protok krvi kroz mozak ovisi i o cerebralnom perfuzijskom protoku (razlika srednjeg arterijskog tlaka i intrakranijskog tlaka). U skladu s tim do pada cerebralnog perfuzijskog protoka mogu dovesti arterijska hipotenzija ili intrakranijska hipertenzija (6, 44,45).

U slučaju razvoja hipoksemije, promjene protoka krvi u mozgu se kao i u sistemskoj cirkulaciji odvijaju u dvije faze. Inicijalno cerebralna krvožilna mreža reagira snažnom vazodilatacijom. Uz istovremeni porast tlaka (zbog periferne vazokonstrikcije) omogućen je veći dotok krvi u mozak, i usprkos hipoksemiji, SŽS za kratko dobija potrebnu količinu kisika. Međutim, kao kompenzacijska pojava cerebralna vazodilatacija remeti autoregulacijski mehanizam. Proširene krvne žile u mozgu (ako proces traje duže vrijeme) gube sposobnost daljnjih promjena svog promjera. Ako se uz sve to nadoveže porast laktata i drugih vazoaktivnih metabolita, krvna mreža mozga može doći u stanje vazomotorne paralize sa potpunim gubitkom autoregulacije te protok krvi ovisi jedino o cerebralnom perfuzijskom protoku (a ovaj o srednjem arterijskom tlaku). U takvim slučajevima protok krvi kroz mozak pasivno prati sve promjene srednjeg arterijskog tlaka što je vrlo opasno stanje. Ako hipoksemija traje i dalje i nadvlada se adaptacijska sposobnost sistemske cirkulacije i nastane hipotenzija, slijedi kritično smanjenje cerebralne perfuzije sa teškom ishemijom mozga i ireverzibilnim oštećenjima neurona (41-46).

1.7.2. Cerebralna tkivna ozljeda

Morfološke, neuroradiološke i kliničke studije pokazale su da je nekroza neurona tipični morfološki odraz teške hipoksemije (47,48,49,50). Nekroza neurona je i osnovni supstrat hipoksično-ishemične encefalopatije (HIE). HIE se može klasificirati kao fokalna i kao globalna ozljeda mozga. Fokalna HIE je posljedica embolijske ili trombotičke okluzije cerebralnih arterija ili vena, inflamacijske vaskulopatije ili cerebralne hemoragije. Globalna HIE rezultira iz bilo kojeg poremećaja koji dovodi do narušavanja cirkulacije cijelog mozga. Ozljeda može biti potpuna ili nepotpuna. Potpuna okluzija izaziva brzu smrt i neurona i glije u pogođenoj regiji i ireverzibilna je. Kod nepotpune ishemije obično postoji tranzitorni poremećaj dotoka kisika i nutrijenata do stanice i nakupljanje toksičnih produkata (citotoksični efekt hipoksije). Ovo oštećenje se može popraviti ako se poboljša doprema kisika i glukoze. U suprotnome, započinje progresivna patofiziološka kaskada koja obično ubija obje vrste stanica (i neurone i gliju), iako su neuroni osjetljiviji (4, 48,49,50).

Neka područja mozga su posebno osjetljiva na hipoksično-ishemičnu ozljedu. To su granična područja opskrbe glavnih moždanih krvnih žila, što ovisi o zrelosti mozga.To su tzv. „arterijske vododjelnice“. U donesenog novorođenčeta to su slabo opskrbljeni parasagitalni dijelovi moždanih hemisfera, a lezije  su obično simetrične i imaju izgled trokuta sa bazom u motoričkoj zoni kore velikog mozga i vrhom u dubini bijele tvari. Teška ishemija obično izaziva fokalnu ili multifokalnu nekrozu u bijeloj tvari. Promjene tog tipa prate tok većih arterija, a  zbog sekundarnih krvarenja često poprimaju oblik hemoragijskog infarkta. Procesi resorpcije poslije dovode do stvaranja porencefaličkih cista (4,49,50). Status marmoratus (mramorni izgled)  bazalnih ganglija  posljedica je  kronične intrauterine hipoksije i posljedične selektivne nekroze neurona (43,47,48). Periventrikularna leukomalacija (sa ili bez ventrikularnog krvarenja) prototip je postasfiktične ozljede mozga u prematurne novorođenčadi (43,47,48). 

Zbog razlika u metabolizmu postoji također različita osjetljivost pojedinih dijelova mozga na hipoksiju; npr. takvu vrst posebne osjetljivosti pokazuju Purkinjeove stanice cerebeluma,stanice hipokampusa i kaudatusa, te 3.5.i 6 sloja neokorteksa u djece (4). 

1.7.2.1. Neposredni efekti hipoksije/ishemije
Hipoksija narušava stanični metabolizam na mnogo različitih načina. Glavnu ulogu ima ograničena rezerva glikogena. Pod aerobnim uvjetima glikolizom (preko Krebsovog ciklusa i oksidativnom fosforilacijom) iz jedne molekule glukoze nastaje 38 molekula ATP-a. ATP  daje energiju neuronalnoj membranskoj pumpi koja drži internu koncentraciju kalija visokom, a natrija, kalcija i klorida niskom. Ta ionska segregacija je fiziološka baza za intraneuronsku komunikaciju. Nedostatkom glukoze i kisika slamaju se svi procesi ovisni o ATP-u. Pri potpunoj (kompletnoj) hipoksiji/ishemiji stanica potroši svoj glikogen i sve zalihe ATP-a unutar 10 minuta. Stanica se prebacuje na anaerobni metabolizam (proizvodi samo dvije molekule ATP-a iz svake molekule glukoze) koji dovodi do sniženja pH. Bez ATP-a ionska pumpa se poremeti, natrij i klor ulaze u stanicu, voda to pasivno slijedi, rezultat je citotoksični unutarstanični edem.  Stanica bubri, puca i  oslobađa svoj citosol u intersticijski prostor (4, 47,48)   

1.7.2.2. Odloženi celularni efekti hipoksije/ishemije
Nepotpuna ili prolazna hipoksija/ishemija  ne dovodi odmah do smrti stanice. Neuron može preživjeti razdoblje ishemije, popraviti se ili može umrijeti nekoliko sati ili dana kasnije. Ishemija pokreće kompleksnu metaboličku kaskadu oštećujući mnoge fiziološke stanične funkcije uključujući gubitak homeostaze kalcija, prekomjernu aktivaciju ekscitacijskih aminokiselina (ekscitotoksičnost) i generiranje kisikovih slobodnih radikala. Svi ovi procesi su krajnje međuovisni. Izgleda da je temeljni proces odgovoran za hipoksično-ishemičnu ozljedu ekscitotoksičnost (51), a znači često smrt stanice zbog pretjerane stimulacije ekstracelularnim ekscitacijskim aminokiselinama. U mozgu u razvoju čini se da je ekscitotoskičnost „Ahilova peta“ neurona, više nego što je to kod odraslog mozga (51). Stoga, razvoj ozljede prati neuromuskularna ekscitacija sa čestim konvulzijama i EEG abnormalnostima (51).

   
Za vrijeme hipoksije/ishemije (H-I) dolazi do prolongirane depolarizacije membrane.

Ova  depolarizacija u nekim neuronskim populacijama vodi do oslobađanja ekscitacijskih

aminokiselina  među kojima najznačajnije mjesto imaju  glutaminska i asparaginska kiselina

Glutaminska kiselina je najjača ekscitacijska  aminokiselina u mozgu. Ona je citotoksična u neuronskim i cerebelarnim stanicama. Neuronske stanice se aktiviraju na lučenje glutaminske kiseline ulaskom kalcija u stanicu i depolarizacijom istih u hipoksiji. Pad ATP-a dovodi  do održavanja povećane koncentracije glutaminske kiseline što dalje  dovodi do prolongirane stimulacije  receptora (48).   

Glutaminska kiselina ima barem četiri tipa receptora na postsinaptičkom neuronu. NMDA receptor (N-metil-D-aspartat-α-aminohidroksil-5-metil-4-isoxasol propionska kiselina) je posebno važan za nezreli mozak. Ovaj receptor je važan i kao esencijalna komponenta učenja i memorije, ali je i  bazični mehanizam hipoksično-ishemične ozljede (48). Hipoksija modificira glutaminske receptore. Svi receptori su povezani s ionskim kanalima koji su ekscitacijske prirode. Receptori kainat i kuiskualat otvaraju ionske kanala i omogućuju ulazak natrija u stanicu. NMDA i metabotropni receptor povezani su s kanalima koji osiguravaju ulazak natrija i kalcija.  Aktivacija ovih receptora dovodi do utoka kalcija u neuron sa značajnim štetnim djelovanjem na stanično preživljavanje. Ako pada stanična energija, kalcijsko-natrijska crpka ovisna o ATP-u  ne može ispumpati sav kalcij iz stanice. Rezultat je znatan porast intracelularne koncentracije kalcija koji aktivira barem četiri vrste enzima: fosfolipaze  (razlažu lipidnu celularnu membranu, oslobađaju arahidonsku kiselinu koja stvara prostaglandine i slobodne radikale); protein-kinazu koja aktivira enzime nasumičnim slijedom uključujući sintazu dušičnog oksida (NO), ksantin oksidazu koja također proizvodi slobodne radikale. Proteaze  započinju razgradnju citoskeleta, a endonukleaze cijepanje DNA. Raste uvjerenje među kliničarima (bazirano na uporabi MR i PET-a) da HIE pogađa posebno osjetljive strukture ili grupe neurona, i to je tzv. koncept selektivne vulnerabilnosti (52,53,). Ova selektivna vulnerabilnost (posebno bazalnih ganglija, moždanog debla i senzomotornog korteksa) vjerojatno je više ovisna o unutarnjim svojstvima neurona (tj. ekscitacijskim receptorima, reapsorpcijskoj crpki) nego o vaskularnoj dostavi i redistribuciji cerebralnog protoka (51).
Drži se da glutamin može dovesti do brze smrti neurona koja nastaje tijekom nekoliko minuta ili sati, a objašnjava se intracelulrnim nakupljanjem natrija. Ioni klora pasivno slijede natrij, a zbog osmotskog gradijenta ulazi voda dovodeći do neuronskog edema i lize stanične membrane  (54). 

Kasna smrt neurona za koju treba više sati (nekad više od 24 sata), povezana je s djelovanjem kalcija na citosol stanice, aktivacijom enzimskih sustava, stvaranjem slobodnih radikala, disfunkcijom mitohondrija i osiromašenjem energetskih izvora. Na sličan način događa se i smrt u  mnogim drugim tkivima, mada su neuroni najvulnerabilniji na hipoksično-ishemičnu leziju (52). Oštećenje mitohondrija centralni je događaj u sudbini stanice koja je pogođena hipoksijom/ishemijom (55). Upravo vrsta ozljede mitohondrija određuje način smrti stanice (nekroza ili apoptoza, tj.programirana smrt). Ako je ozljeda intenzivna ona brzo dovodi do gašenja mitohondrijske funkcije, gubitka ATP produkcije i eksplozivne rupture nuklearne i citoplazmatske membrane što vodi u nekrozu.
Ako je inzult blaži neuroni u početku gube, ali i vraćaju funkciju svojih mitohondrija (popravak). Ipak, oštećen mitohondrij šalje signal za apoptotički program (aktivacijom Citokroma c ili drugog intramitohondrijskog proteina kao što je kaspasa koja fragmentira DNA) (55, 56).

Apoptoza može biti mnogo izraženija u nezrelom mozgu. Novije studije pokazuju da je u nezrelom mozgu, u regijama cerebralnog korteksa i bazalnih ganglija, veći broj apoptotičnih nego nekrotičnih stanica u razdoblju od preko sedam dana nakon hipoksične ozljede (56,57).

1.7.2.3. Slobodne masne kiseline
U stanici siromašnoj ATP-om ulazak kalcija u stanicu dovodi do aktiviranja fozfolipaze A i C. Ovi enzimi razgrađuju fosfolipidne stanične membrane dovodeći do razaranja i organela i celularne membrane. Pri tomu nastaju slobodne masne kiseline uključujući i arahidonsku kiselinu (41,42,43). Arahidonska kiselina  dovodi do funkcijskih i strukturnih lezija, a njeno djelovanje je posebno izraženo  u vrijeme postishemične reperfuzije (49,50).

Iz ove kiseline posredstvom lipooksigenaza i ciklooksigenaza nastaju prostaglandini, slobodni radikali i leukotrieni. (48,49,50).

1.7.2.4. Prostaglandini

Konverzijom  arahidonske kiseline koju katalizira ciklo-oksigenaza, nastaju endoperoksidi i prostaglandini, tj. intermedijarni produkti u kaskadi reakcija koji dovode do stvaranja prostaciklina (PGI2) i tromboksana (TXA2). TXA2 je vazokonstriktor i proagregator trombocita. Prostaciklin I2  (PGI2) je vazodilatator i spriječava agregaciju trombocita (48,49,50). Prostaglandini su kemijski derivati masnih kiselina sa tri ili četiri nezasićene veze (58,59). Prema supstituentu na peteročlanom prstenu dijelimo ih u nizove od A do F. Osobito značajno biološko djelovanje imaju PGI2, PGE2 i PGF2. Ciljno tkivo prostaglandina je uglavnom u blizini  stanica koje ih proizvode. Na stanicama postoje različiti receptori za pojedine podvrste  prostaglandina. Unutarstanični mehanizmi djelovanja prostaglandina još se uvijek istražuju. Razgradnja im se odvija vrlo brzo (unutar nekoliko minuta nakon podražaja). Glukokortikoidi kočenjem fosfolipaza smanjuju biosintezu prostaglandina (59).

Važno je nekoliko bioloških funkcija prostaglandina: 1. djelovanje na cirkulaciju krvi, 2. djelovanje na specifične imunološke procese; 3. djelovanje pri upali; 4. djelovanje na zgrušavanje krvi (59). 

Pri perinatalnoj ozljedi mnoštvo je još nedefiniranih procesa u koje se uključuju pojedini predstavnici ove skupine (60,61). U ovisnosti o stadiju smanjenja cerebralnog protoka krvi moguće je da se povećava u prvoj fazi koncentracija PGI2 kao vazodilatatora u cilju održavanja cirkulacije (kompenzacijski mehanizam!). Međutim, u sekundarnoj fazi moždane ozljede (faza reperfuzije) vjerojatno se povećano  stvaraju vazokonstriktori PGF2 i TXA2 (62). Tijekom razdoblja reoksigenacije stvaraju se prostaglandin hiperoksidaze koje oslobađaju aktivni kisik, suprimiraju PGI2 sintazu (ne remeti se sinteza TXA2 ). Tako dolazi do dominacije djelovanja TXA2 što uz stvaranje superoksida vjerojatno dovodi do vaskularnog oštećenja. Zbog lezije endotela krvnih žila aktiviraju se trombociti pa dolazi  do dodatnog stvaranja TXA2  što još više remeti cerebralnu cirkulaciju (61,62).

1.7.2.5. Slobodni radikali kisika 

Slobodni radikali su molekule ili fragmenti molekula s nesparenim elektronom u vanjskoj orbiti što ih čini vrlo reaktivnim, s visokom tendencijom započimanja niza reakcija koje rezultiraju peroksidacijom lipidnih membrana i DNA, a s oštećenjem stanice kao ishodom (48,61,62). Oni su normalni sastojci stanica, a stvaraju se djelovanjem molekulskog kisika na proteine membrana. Normalno se više od 80% kisika u stanici reducira citokrom oksidazom (bez produkcije slobodnih radikala). Ostatak od 10-20% stupa u daljnje oksidacijsko-redukcijske reakcije u citoplazmi i u mitohondriju kojima nastaje superoksid anion radikal (48). Slobodni radikali se efikasno neutraliziraju nizom enzimatskih i neenzimatskih obrana koje uključuju katalaze, endoperoksidaze, dismutaze, glutation, kolesterol, askorbinsku kiselinu i tokoferol, a oni djeluju kao čistači –  engl. „scavengers“ (48, 61, 63).

Za vrijeme i nakon hipoksije-ishemije, stimulirani nagomilanom arahidonskom kiselinom, pojačano se stvaraju slobodni radikali. Za vrijeme hipoksije stvaraju se različitim putevima, uključujući i nusprodukte u sintezi prostaglandina, u akcijama enzimske ciklooksigenaze i lipooksigenaze (48,63). Nadalje, ako hipoksija traje, smanjuje se sposobnost stanica za samozaštitu, a enzimski čistači (npr. superoksid dismutaza i katalaza) mogu biti svladani (preplavljeni) nakon što je ishemična regija reperfudirana. Štoviše, vraćanje krvnog protoka u ishemičnoj regiji na „normalu“ potencijalno je još štetnije zbog dotoka kisika koji je obično izvor slobodnih radikala. Slobodni radikali su glavni izvor endotelne ozljede, povećane permeabilnosti i moždanog edema nakon asfiksije/hipoksije (48,61,63).

1.7.2.5.1. Dušični oksid (NO)
Dušični oksid (NO) spada u skupinu slobodnih kisikovih radikala zajedno s hidrogen peroksidom (H2O2), superoksidom (O2-) i peroksinitritom (ONOO-).

NO nastaje iz L-arginina i kisika pod djelovanjem NO sintaze.  NO je najmanji i strukturno najjednostavniji intracelularni glasnik. Otkriće da stanice sisavaca proizvode NO, revolucioniralo je razumijevanje kontrole protoka krvi, trombogenezu, gastrointestinalni motilitet i modulaciju neuronalne aktivnosti (64).  Biološka kemija ovog jednostavnog spoja objašnjava njegovu proizvodnju u mnogim tkivima i njegove  različite reakcije. Iako se u mnogim člancima opisuje kao visoko reaktivni spoj ili plin, u biološkim uvjetima to nije tako. NO reagira polako s mnogim biološkim molekulama uključujući tiole. Disociran je u stanicama slično kisiku, ugljičnom dioksidu ili glukozi, ali kao i kisik može biti konvertiran u mnogo jače oksidanse nekim sekundarnim reakcijama. Tako npr. njegova reakcija sa superoksidom i formiranje peroksinitrita može izazvati ozljedu u mnogim patološkim situacijama (64). U mozgu njegova proizvodnja ovisi o nekoliko isoformi NO sintaze (NOS). Pokazalo se (65) da je za vrijeme rane faze asfiksije aktivirana prvo endotelna NOS (e-NOS) s ciljem povećanja krvnog moždanog protoka i zaštite mozga (10 minuta do dva sata nakon inzulta).Također se brzo aktivira i neuronska NOS (n-NOS) koja proizvodi izvjestan neurotoksični učinak. Nakon 12-24 sata od početka asfiksije/hipoksije počinje se aktivirati inducibilna NOS (i-NOS) u glija stanicama  nakon koje se značajno povećava NO u mozgu započinjući ozbiljnu neurotoksičnu kaskadu (65).  

Uloga dušičnog oksida u hipoksiji/ishemiji uglavnom je istraživana u eksperimentima na životinjama (66,67), a vrlo malo na humanom modelu (68)

1.7.2.6. Citokinska reakcija u hipoksiji/ishemiji

Ishemija i reperfuzija induciraju inflamacijski odgovor u mnogim tkivima, uključujući i mozak (69).  Pronađena je uska veza između perinatalne infekcije i ozljede bijele moždane tvari  u prijevremeno rođenog djeteta (70, 71). Povezanost i vrsta citokina koji se javljaju samo pri perinatalnoj hipoksiji/ishemiji još je uvijek predmet istraživanja, a „citokinski koncept“ pri perinatalnoj hipoksiji još je otvoren i kontroverzan.

Citokini su niskomolekularni glikoproteini (15-25 kDa) koje proizvode mnoge stanice (a najviše imunološke i upalne), a sudjeluju u intercelularnoj komunikaciji (72). Luče se lokalno na poticaj, neki unutar 15 minuta od početka ishemije, npr. interleukin -1 (IL-1) (50) i aktivnost im brzo nestaje. Potiču aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju drugih stanica. Također posreduju ili reguliraju druge imunološke ili upalne reakcije, inhibiraju rast stanica ili djeluju citotoksično (72). Produkcija citokina u SŽS je nedovoljno istražena. Na osnovu animalnih modela pretpostavlja se da mogu biti proizvedeni u samom tkivu SŽS-a ili od strane makrofaga u cirkulaciji (50,72). Ekspresija citokina u normalnom tkivu je niska ili odsutna. No, u stanjima „tkivnog stresa“ (npr. kronične upalne bolesti, tumorski rast, infekcija, trauma)  njihova proizvodnja i aktivnost rastu.

U stanjima ekstremne tkivne traume ili sistemskog inzulta, citokini koji se luče i djeluju lokalno, ulaze u cirkulaciju i tu sudjeluju u oporavku tkiva ili lokalnoj homeostazi (73,74).Svi proupalni citokini - interleukin-1(IL-1), interleukin-8 (IL-8), tumorski faktor nekroze – alfa i beta (TNF-α i β), interleukin-6 (IL-6) izravno ili neizravno potiču lučenje adrenokortikotropnog hormona ACTH i kortikosteroida, koji opet povratno inhibiraju njihovo lučenje. Svi, manje ili više, djeluju na hipotalamus gdje uzrokuju porast tjelesne temperature (endogeni pirogeni) te potiču sintezu proteina akutne faze upale u jetri

 Citokinski pleotropizam i redundancija dovode do poteškoća u identifikaciji fizioloških  uloga pojedinih citokina, a identifikacija njihove uloge u SŽS je sličan problem. Tijekom sazrijevanja mozga mijenjaju se i svojstva imunog sustava i antiinflamacijskog odgovora na inzult (74).

Nekoliko studija (75-80) o ulozi citokina u perinatalnoj hipoksiji još uvijek nedovoljno osvjetljava pojavu i ulogu citokina u takvim patološkim stanjima. U nekima od njih (78,79,80) nađena je povećana razina pojedinih citokina  (IL-6 i IL-8) ili IL-6, IL-1β, TNF-α (79,80) u serumu i likvoru u hipoksično/ishemičnom sindromu.

Pri ishemijskoj ozljedi, citokini prije svega posreduju dotok upalnih stanica u reperfundirano tkivo (50). Povećavanjem ekspresije  P- i E-selektina te intercelularne adhezijske molekule ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule-1) na endotelu stanica i integrina na leukocitima, neutrofili adheriraju na endotel, prolaze i kroz stijenku krvnih žila u intersticij. U intersticiju bivaju aktivirani inflamacijskim medijatorima kao što su citokini i faktor aktivacije trombocita- PAF (platelet activating factor) i primarno proizvode metabolite kisika  koji dalje oštećuju tkivo.
1.8.   Dijagnoza  cerebralne hipoksično–ishemične  ozljede

 Osim kliničke simptomatologije izražene kao sindrom HIE, ozljedu mozga moguće je slikovno prikazati nekim od neuroradioloških (kompjutorizirana tomografija-CT mozga, magnetska rezonancija- MR, positronska emisiona tomografija-PET ) te elektrofiziološkim metodama (elektroencefalografija-EEG, evocirani potencijali- EP) te ultrazvučnim pregledom mozga kroz veliku fontanelu.

Ultrazvučna (UZV) pretraga mozga ima prednosti pred ostalima zbog prenosivosti aparata i minimalne agresivnosti pri pregledu. Nema ionizirajućeg zračenja i jeftina je, ali njegova uporaba je ograničena akustičkim prozorom (zatvara se početkom druge godine života), te time što se neka područja mozga slabije prikazuju (npr. kortikalne strukture i stražnja jama).

To se može donekle popraviti uporabom odgovarajućih sondi (sektorske od 3,5 ; 5; 6 ili 7 mHz ) za odgovarajuću dob djeteta.

1.8.1.  Ultrazvučni nalaz hipoksično- ishemične encefalopatije

Hipoksično-ishemična ozljeda mozga dovodi do različitih neuropatoloških oblika cerebralnih lezija, ovisno o gestacijskoj dobi djeteta. U nedonoščadi dovodi do razvoja periventrikularne leukomalacije (PVL). U terminske novorođenčadi može se javiti selektivna neuronalna nekroza, fokalna ili multifokalna ishemična cerebralna nekroza, status marmoratus bazalnih ganglija i talamusa te parasagitalna (sub) kortikalna nekroza (81). Neurosonografija je pouzdana metoda za dijagnozu PVL iako nije dovoljno osjetljiva za detekciju suptilnih ishemičnih lezija. Najraniji nalaz je obično pojava hiperehogenog periventrikularnog područja  koje je obično izoehogeno s plexusima. Locirano uz frontalne rogove i trigonume postraničnih klijetki ovo hiperehogeno polje se pojavljuje  obično u prva dva tjedna života, ali može nastati i antenatalno. U tom slučaju posljedična periventrikularna leukomalacija javlja se cističnim tvorbama već tijekom prvog tjedna života. Inače pojava cista dešava se obično nakon tri tjedna od pojave hiperehogenosti. Velike ishemične lezije znaju biti hemoragične i udružene s teškim intra-periventrikularnim krvarenjem. Edem mozga koji se vidi kao posljedica hipoksije/ishemije u donešenog novorođenčeta daje karakterističnu sliku sa suženim ventrikularnim prostorom i zamagljenim parenhimom bez vidljive girizacije (82).

1.9. Liječenje hipoksično-ishemične moždane ozljede

Principi aktivne neonatalne reanimacije u rađaonici po principu ABCD (A-airway; B-brithing, C-circulation; D-drugs) izbacili su iz svakodnevne primjene neke od starih obrazaca ponašanja, među kojima je bilo davanje adrenalina prije čišćenja dišnih puteva. Iako neka djeca dobro odgovaraju na oživljavanje, većina trebaju produženu njegu ili terapiju na odjelima za intenzivno liječenje (npr. djeca sa umjerenom acidozom ili nešto višim pCO2 (16). Ako razviju konvulzije terapija sa fenobarbitonom u dozi od 10-20 mg/kg uz terapiju kisikom može biti dostatna (4,16). Mali postotak djece rođene u terminu, kao i prijevremeno rođene sa teškom asfiksijom imaju probleme koji se održavaju duže vrijeme. Kod prematurusa (rjeđe u terminu) to je respiracijski distres sindrom (RDS). Uz uobičajeno liječenje RDS-a, takva djeca često razviju sliku multiorganskog postasfiktičnog oštećenja pa je potreban duži tretman u jedinicama intenzivnog liječenja. 

Liječenje djece s trećim stupnjem HIE još je uvijek i klinički i znanstveni izazov jer je spoznaja o reperfuzijskog ozljedi mozga otvorila vrata za nova istraživanja lijekova koji bi eventualno mogli zaustaviti tu sekundarnu  ozljedu i spriječiti teške posljedice. Postoji mnoštvo terapijskih pristupa koji uključuju  liječenje kortikosteroidima (83), diureticima (6), manitolom i barbituratima (4), hipotermijom, antagonistima kalcija, antagonistima slobodnih radikala, antagonistima glutamata, agensima koji snižavaju fibrinogen, trombolitičkim agensima, gangliozidom CM1 (4).

Iako se djelovanje neuroprotektivnih lijekova tek istražuje može se zaključiti slijedeće: 1. Terapeutski prozor je jako kratak i varira od 1-12 sati. 2. Optimalna korist se često dobiva uporabom više neuroprotektivnih lijekova koji djeluju na različitim dijelovima metaboličke kaskade; 3. Postoje relativno uspješni lijekovi sa sigurnim profilom kao što je alopurinol. 4. Izgleda da različiti tipovi ishemija odgovaraju na različite vrste neuroprotekcije, npr. dok NMDA antagonisti dobro djeluju u fokalnoj ishemiji,  leukocitni antagonisti i kainat antagonisti su efikasniji u globalnoj ishemiji (4).

1.10.  Prognoza HIE

Prognoza HIE ili perinatalne hipoksične ozljede mozga je teško predvidiva zbog nemogućnosti utvrđivanja precizne lokalizacije i opsega cerebralne ozljede. Spektar simptomatologije cerebralne ozljede nakon perinatalne hipoksije je uglavnom određen prirodom i ozbiljnošću inzulta te zrelošću mozga u tom trenutku. 
Djeca sa simptomatologijom HIE nakon prvog i drugog tjedna u grupi su visokog rizika za razvoj oštećenja (11,15,84). Neka radiološka ili elektrofiziološka ispitivanja mogu biti od koristi u procjeni visokog rizika za oštećenje (CT, MRI, UZV mozga, EEG). Neke druge tehnike kao npr. VEP ili neki biokemijski parametri (među kojima su i citokini) još nisu precizno definirani kao prediktori kasnijih oštećenja i plodno su tlo za buduća istraživanja (11).

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

1. Odrediti koncentracije pojedinih citokina ( IL-6, IL-1β, TNF-α, IL-18), NO-a,

    prostaglandina PGE2 i PGI2 u serumu i likvoru novorođenčadi u  

    ranoj fazi perinatalne hipoksije (0-72 sata);

2. Odrediti povezanost tih medijatora hipoksije i stupnja hipoksično-ishemične encefalopatije

3. Odrediti povezanost medijatora hipoksije i neurološkog ishoda u dobi od 12 mj.

4. Odrediti koncentracije medijatora hipoksije (IL-6 i NO-a) u likvoru i serumu u ranoj fazi           

    perinatalne hipoksije (0-72 sata) u djece koja su liječena  glukokortikoidima.

5. Odrediti razine medijatora hipoksije (IL-6 i NO-a) u likvoru i serumu  u kasnijoj fazi 

    perinatalne hipoksije (7- 10 dana) u novorođenčadi  koja su liječena glukokortikoidima

3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1.Ispitanici: 

Provedena je prospektivna kohortna analiza uloge proupalnih i vazodilatacijskih medijatora u novorođenčadi hospitalizirane zbog perinatalne hipoksije na Neonatološkom odsjeku KB Mostar od svibnja 2001. do svibnja 2005. 

U studiju su uključivana postupnim vremenskim slijedom  sva donešena i nedonešena novorođenčad  koja su ispunjavala barem tri od slijedećih kriterija za perinatalnu asfiksiju/hipoksiju (Američka Pedijatrijska Akademija-APA) (10 ):

1. porodni distres procijenjen na temelju kardiotokografije- više od sat vremena ozbiljnih

    poremećaja, deceleracija ili bradikardija dulje od pola sata,

2. rana pasaža gustog mekonija,

3. pH iz krvi vena poglavine manji od 7,2 ili iz kapilarne krvi u prva četiri sata manji od 7,25,

4. potreba za ranom reanimacijom pomoću pozitivnog tlaka dulje od jedne minute,

5. Apgar skor 7 i manji od 7 u petoj minuti života,

6. abnormalan neurološki status u prvih 72 sata života (abnormalan tonus, refleksi i svijest)

7. multiorgansko perinatalno zatajenje.

Iz studije su isključena novorođenčad u kojih je potvrđena infekcija, djeca s kongenitalnim malformacijama ili metaboličkim poremećajima te slučajevi s arteficijalnim  krvarenjem.

U ispitanike (djeca s PNH) je uključeno 35 djece koja su ispunjavala barem tri od gornjih kriterija za hipoksiju/ishemiju. Bilo je 25 muške i 10 ženske novorođenčadi. Skupina bolesne novorođenčadi označena je kao skupina I.

Kontrolna skupina formirana je od neasfiktične/nehipoksične novorođenčadi  koja su zbog kliničke sumnje na perinatalnu infekciju lumbalno punktirana i hematološki obrađena. To su djeca u kojih su kulture likvora i krvi bile negativne. U tu skupinu ušlo je 25 djece (13 muške i 12 ženske). Skupina je označena kao skupina II.

Kao skupina III označena su djeca u kojih je napravljena prva, pilot analiza citokina, a u terapiji su imali deksametazon kao (tada) standardno liječenje edema pri hipoksiji/ishemiji. U toj skupini bilo je 12 djece (šestero muške i šestero ženske djece). 

Prikaz ispitanika po spolu dat je u Tablici 2. 

Tablica 2. Prikaz ispitanika prema spolu

	Ispitanici
	Skupina I
	Skupina II
	Skupina III

	Muški
	25   
	12   
	6    

	Ženski
	10   
	13   
	6    

	Ukupno
	35   
	25
	12


Za ovo istraživanje u početnoj fazi (2001 i 2002.) od roditelja se dobio usmeni pristanak.

Tijekom 2003.-2005.g. je dobiven pismeni pristanak od roditelja te suglasnost Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta KB u Mostaru kad je to postao i standard za sva istraživanja u KB Mostar.

3.2. Postupci

3.2.1. Određivanje gestacijske dobi

Gestacijska dob svih ispitanika  je procijenjena u donešene novorođenčadi prema zadnjoj menstruaciji  majke, a nedonešene novorođenčadi po Farru i Dubowitzu (3 ). Donešena djeca su ona koja su rođena nakon punih 37 tjedana trudnoće do 42 (uključivo) tjedna trudnoće. Nedonošena novorođenčad (prematurna) su ona rođena iz trudnoće koja je trajala manje od 37 tjedana, a više od 28 tjedana. U Tablici 3. prikazani su ispitanici prema gestacijskoj dobi.

Tablica 3.  Prikaz ispitanika prema gestacijskoj dobi

	Ispitanici
	Gestacijska dob ispod 37 tjedana
	Gestacijska dob veća od 37 tjedana
	Ukupno

	I skupina
	12  
	32  
	35

	II skupina
	2   
	23  
	25

	III skupina
	6   
	6    
	12

	Ukupno
	20
	52
	72


U  skupini I gotovo 2/3 djece ima gestacijsku dob veću od 37 tj. U kontrolnoj skupini 92,0% djece je iz zrele gestacije, dok je u III skupini podjednak postotak djece u obje gestacijske grupacije. 

3.2.2.Procjena vitalnosti po W. Apgar 

Za procjenu vitalnosti novorođenčate kao jednog od kriterija za postojanje hipoksije/ishemije korišten je standardni indeks vitalnosti metodom bodovanja po W. Apgar (1953.) u prvoj i petoj minuti po rođenju (1 ).

Tablica 4. Indeks vitalnosti novorođenčeta (po W. Apgar)

	
	                                           Bodovi

	Znak
	2
	1
	0

	Boja koža
	ružičasta
	Trup ružičast,okrajine modre
	Modra ili blijeda

	Disanje
	Pravilno, snažan plač
	Grčevito hvatanje zraka ili slabašan plač
	Ne diše, ne plače

	Tonus mišića
	Dobar, obilna spontana motorika
	Oslabljen, spora lijena motorika
	Mlohav, nepokretan

	Refleksna podražljivost
	Plač, pokret
	Grimasa, slab pokret
	Bez odgovora

	Frekvencija srca
	Dobro punjen, veći od 100 u minuti
	Slabo punjen, manji od 100 u minuti
	Nema pulsa, ne čuje se akcija srca


Novorođenčad koja u prvoj i petoj minuti imaju 8-10 bodova smatraju se optimalno vitalnima.

Od 5-7 bodova označuju se kao umjereno asfiktična, a djeca s 4 boda ili manje kao teško asfiktična.

3.2.3.Laboratorijska obradba

U sve novorođenčadi po prijemu na Odsjek za intenzivno liječenje uzeta je krv (serum) za standardne hematološke analize (krvna slika, diferencijlna krvna slika, C reaktivni protein-CRP (mg/L), proteinogram, mineralogram, urea, kreatinin) te za mikrobiološku kulturu i acidobazni status (pH i eksces baza koji je u ovim slučajevima uglavnom negativan tj. –EB). U slučaju pozitivne hemokulture (infekcija!) ispitanik je isključen iz kohorte. U slučaju sumnje na perinatalnu infekciju ili u nejasnim kliničkim situacijama izvedena je lumbalna punkcija. Kocentracija proteina u likvoru određena je metodom refleksne spektroskopije na aparatu VITRIOS Chemistry products. Normalne vrijednosti proteina u likvoru za djecu do 30 dana života su 250-1500 mg/L (3). Stanice u likvoru su diferencirane i mjerene u Fuchs-Rosenthalovoj komori, a izražene su kao broj stanica u tri kubna mililitra, tj. n/3. Referentne vrijednosti stanica u likvoru za djecu su do 30x106/L (3). 

3.2.4. Određivanje proupalnih i vazoaktivnih medijatora u serumu i likvoru

Za ispitivanje citokina i od bolesne novorođenčadi i u kontrolnoj skupini pri uzimanju uzoraka krvi i likvora za rutinske pretrage , uzeto je još dodatnih 1,5 ml krvi odnosno likvora.

Uzorci i krvi i likvora su uzimani istodobno, osim kad je to zbog teškog općeg stanja i potrebe za reanimacijom bilo razdvojeno za više sati do stabilizacije djeteta. Prvi uzorci uzimani su iz krvi u dobi od 3-96 sati, a iz  likvora od 5-96 sati. Ponovljeni uzorci krvi i likvora uzimani su od 7-10 dana života samo u skupini III (2001. g.), a zbog etičkih razloga u kontrolnoj skupini se nisu ponavljali, a kasnije se tijekom studije odustalo od ponovnog uzimanja uzoraka u kasnijoj fazi perinatalne hipoksije (7-10 dana) uglavnom iz etičkih razloga.

Krv i likvor su uzimani u sterilne plastične male epruvete po Ependorfu (1,8 ml) koje su odmah proslijeđene u kemijsko-biološki laboratorij Medicinskog fakulteta u Mostaru gdje su uzorci centrifugirani tri minute na 14 000 obrtaja, odvojeni supernatant iz oba uzorka je pohranjen na -20 C pri MF u Mostaru, a kasnije na Zavodu za fiziologiju MF u Zagrebu na 

-70 C. 

Smrznuti uzorci su pohranjeni do trenutka analize koja je obavljena na Zavodu za fiziologiju MF u Zagrebu u četiri navrata (2001., 2003. 2005. i 2006). 

Određivanje citokina : IL-6

Određivan je u serumu i likvoru ELISA metodom (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) s originalnim kitom (Quantikine tvrtke R&D, Minneapolis, SAD).

 
Quantikine IL-6 imunotest je dizajniran kao 4,5 satna solidna faza ELISE koja mjeri razinu IL-6 u serumu, likvoru i sličnim supernatantima staničnih linija. Sadrži rekombinantni humani IL-6. Test se provodi metodom tzv. „sendvič“ ELISE. Monoklonskim  antitijelom  specifičnim  za IL-6 je obložena mikrotitarska pločica. Standardi i uzorci se pipetiraju u pločicu i bilo koja količina IL-6 bit će vezana za antitijelo. Nakon dodavanja sekundarnog protutijela inkubira se i ispire. Nakon dodavanja otopine supstrata i inkubacije razvija se boja u proporciji koncentracije IL-6 iz uzoraka. Bojenje se zatim zaustavlja, a intenzitet boje je očitan na optičkom čitaču tvrte Dynatech ( M5000). Nakon toga koncentracija se određuje iz standardne krivulje u pg/mL. Minimalne detektibilne doze za IL-6 su ispod 0,70 pg/mL i sve ispod toga se označavalo kao 0,0 pg/mL.    

Određivanje IL-1 β

Razina IL-1β je određivana istom metodom (Quantikine R&D Systems, Minneapolis, MN, SAD). Minimalne detektibilne razine su bile ispod 1 pg/mL.

Određivanje IL-18
IL-18 određivan je ELISA kitom Diaclone Research , Bensancon, Francuska. 

IL-18 kit je solidni fazni sendvič ELISA. Poliklonalno antitijelo specifično za IL-18 obloženo je na zidovima mikrotitarske pločice. Standardi i uzorci se pipetiraju u pločicu. Nakon inkubacije i ispiranja dodaje se enzim (streptavidin-peroksidaza). Nakon ponovne inkubacije i ispiranja da bi se ostranio nevezani enzim, dodaje se otopina supstrata koja proizvodi obojenu reakciju. Intenzitet obojanosti koji je direktno proporcionalan koncentraciji IL-18 u uzorcima, čita se pomoću optičkog čitača i pomoću standardne krvulje određuje se koncentracija u pg/mL. Najmanja detektibilna razina je ispod 45 pg/mL

Određivanje TNF-α

TNF-α je određivan također metodom ELISE, visokosjetljivim specifičnim kitom tvrtke R&D  kat.br. RD-HSTAOOC .

Određivanje NO-a

Koncentracija NO-a je mjerena u uzorku likvora određivanjem njegovog stabilnog produkta NO2, a u krvi (serumu) produkata NO2 i NO3. 


Koncentracija NO2 određuje se kolorimetrijskom metodom nakon njegove reakcije s Griessovim reagensom. Obojeni produkt se očitava optičkim čitačem Dynatech M5000. Koncentracije se izražavaju u µmol/mL.

Koncentracija NO3  (u serumu) mjerena je nakon njegove redukcije u NO2 u koloni s kadmijem (Nytralyzer, Kat. Broj 8107900 World Precision Intruments,USA). Nakon dodavanja Griessovog reagensa I i II, otopina koja sadrži NO2 poprima boju ovisno o koncentraciji NO2 . Obojeni produkt se očitava pod optičkim čitačem Dynatech (M 5000). Koncentracije se izražavaju u μmol/mL. 

Određivanje PGE2 

PGE2 je određivan ELISA metodom originalnim kitom tvrtke R&D kataloškog broja RD-DE2100

Određivanje PGI2

PGI2 određivan je ELISA metodom originalnim kitom tvrtke R&D kat.br. RD-DE1700.

Za izvođenje testa, očitavanje rezultata i izračun koncentracije čimbenika u potpunosti

su slijeđene preporuke proizvođača. Za očitavanje rezultata rabio se optički čitač za mikrotitracijske pločice tvrtke Dynatech (M 5000). 

3.2.5. Kliničko praćenje bolesnika

 U svakog djeteta u prvom tjednu života urađen je ultrasonografski pregled mozga na  prijenosnom aparatu Toshiba sondama od 3,75 mHz te 5 i 6 mHz koji je registriran u medicinskoj dokumentaciji kao početni ultrazvučni zapis. Rađen je u pet standardnih frontalnih i sagitalnih presjeka. Tip oštećenja u toj dobi klasificiran je kao:

1. edem mozga; 2. periventrikularna hipoksija/ishemija; 3. hipoksija/ishemija+ hemoragija I.stupnja (u subependimalni matriks); 4. hemoragija II. stupnja;  5. hemoragija III. stupnja; 6. hemoragija IV stupnja i  7.  ventrikulomegalija; Tipovi intrakranijalnog krvarenja  definirani su prema Papilleu i suradnicima (1978.)(3):

Stupanj I: Krvarenje u germinativnom matriksu

Stupanj II: Krvarenje unutar postraničnih komora bez njihovog proširenja

Stupanj III: Krvarenje unutar komora s dilatacijom

Stpanj IV: Intraparenhimsko krvarenje 

Tijekom boravka na odjelu djeca su praćena ultrazvučno jednom tjedno, a po otpustu iz bolnice jednom mjesečno sve do približno 12 mjeseci (do zatvaranja velike fontanele), a u medicinskoj dokumentaciji taj se nalaz bilježio kao ishodni ultrazvučni nalaz. Taj tip oštećenja nije analiziran u ovoj studiji.

Tijekom boravka na Odsjeku djeca su svakodnevno pregledavana, a neurološki status registriran je u medicinskoj dokumentaciji. Bolesna novorođenčad su procjenjivana prema stupnju hipoksično-ishemične encefalopatije (HIE) po metodi Sarnat/Sarnat  (20) kao:

1. Blaga HIE (HIE stupanj I.): svijest (ekscitacija), refleksi (naglašeni), česte konvulzije

2. Srednja HIE (HIE stupanj II.): svijest (letargija), refleksi (oslabljeni), konvulzije (+/-)

3. Teška HIE (HIE stupanj III.): svijest (stupor/koma), refleksi (nema), konvulzije (+/-) 

Sva djeca u kojih su uzimani uzorci za analize su neurološki praćeni (od 12-18 mj), a poneki i do 4. godine. Ipak se kao pouzdanu neurološki procjenu uzela presječna dob od 12 i 18 mjeseci života. Pacijenti su razvrstani prema neurološkom ishodu u tri skupine prema metodi Amiel-Tison (15) : 1. normalan ishod; 2. umjereno motorno oštećenje, abnormalnosti u mišićnom tonusu; 3 nepovoljan ishod bio je  ako je dijete umrlo ili razvilo cerebralnu klijenut (diplegija, hemiplegija, tetraplegija). Sva bolesna djeca bila su podvrgnuta fizikalnoj terapiji tijekom  prve godine života metodom po Bobathu (2 ).

3.3. Statistička obradba podataka
Analiza podatak obavljena je uporabom programa STATISTICA for Windows, verzija 7.StatSoft, Inc. (2004). STATISTICA (data analysis software system), version 7. www.statsoft.com.

Podaci dobiveni prebrojavanjem prikazani su kao apsolutni i relativni brojevi (postoci),a njihova analiza se zasnivala na uporabi χ2–kvadrat testa,  po potrebi uz Yatesovu korekciju, ili uporabom Fisherova testa.

Podaci dobiveni mjerenjem opisivani su uporabom metode pet točaka:

· Minimum

· Prva kvartila (Q1)

· Medijan

· Treća kvartila(Q3)

· Maksimum

Uz  to su još dodani aritmetička sredina i standardna devijacija.

Analiza podataka dobivenih mjerenjem zasnivala se na uporabi neparametrijskih statističkih testova Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Wilcoxonov test za zavisne uzorke, Steel-Dwartov test) (85).

Svi primjenjeni testovi bili su dvosmjerni. Rezultati su smatrani statistički signifikantnima ukoliko je p vrijednost bila jednaka ili manja od 0,05.

4.    R E Z U L T A T I 

4.1. Osnovne kliničke i laboratorijske vrijednosti ispitivanih skupina

Tijekom ispitivanog razdoblja metodom uključnih i isključnih kriterija, djeca su razvrstavana u tri skupine:

I. skupina djece s perinatalnom hipoksijom (PNH) (n=35);

II. kontrolna skupina - skupina kod koje je ispitivanjem isključeno perinatalno oštećenje mozga ili perinatalna infekcija (n=25;

III. skupina djece koja je dobivala glukokortikoide (deksametazon) u terapiji perinatalne ozljede mozga (n=12).

     Osnovne kliničke i laboratorijske vrijednosti ispitivanih skupina prikazane su tablicama 5.,6. i  7. Osnovne deskriptivno statističke vrijednosti iz triju ispitivanih skupina prikazane su tablicama 8. 9. i 10.

  U skupini djece s perinatalnom hipoksijom (tablica 5.) bilo je 25 muške (71,4%) i 10 ženske novorođenčadi (28,6%). Prosječna gestacijska dob, izražena kao aritmetička sredina i standardna devijacija, bila je 36,9 ± 3,68. Većina djece (65,7%) bila su iznad 37 tjedana gestacijske dobi. 65,7% djece imalo je masu veću od 2500 g. 

U  kontrolnoj skupini bilo je 12 muške (48%) i 13 ženske (52%) djece. Prosječna gestacijska dob, izražena kao aritmetička sredina i standardna devijacija, bila je 38,7 ± 1,6 tjedana. U 92% slučajeva djeca su bila starija od 37 tjedana. U 83,3% slučajeva djeca su imala masu veću od 2500 g.

U skupini djece liječene deksametazonom bilo je šestero muške (50,0%) i šestero (50,0%) ženske djece. Prosječna gestacijska dob, izražena kao aritmetička sredina i standardna devijacija, bila je 35,9 ± 3,7  tjedana. 58,3% djece imalo je masu veću od 2500 g.

Iako je u prvoj skupini bilo više muške djece nego u drugim skupinama (71,43%), statističkim testiranjem nije uočena signifikantna razlika (χ 2 =3,0643, df=2, p=0,2161).

Također nije bilo statistički značajne razlike unutar skupina u gestacijskoj starosti (χ2 = 8,037,df=2, p=0,0759).

Tablica 5. Kliničke i laboratorijske vrijednosti u djece s perinatalnom hipoksijom (PNH)

	Bolesnik
	Spol

(M/Ž)a
	Gestacijska

dob

(tjedni)
	Rodna

masa (g)
	Apgar indkes

(1/5 min)b
	CRP

mg/L
	Proteini u likvoru (mg/L)
	pH krvic

(kapilarna)
	-EBd
	pCO2

(mmHg)
	pO2
mmHg

	1
	M
	40
	2000
	6/7
	19,0
	991
	7,22
	7,8
	51,2
	n.o.

	2
	Ž
	40
	3250
	2/3
	0,9
	n.o.
	6,88
	17,1
	135,1
	67,5

	3
	Ž
	29
	1360
	n.oe
	0,5
	1050
	7,25
	5,8
	54,2
	53,6

	4
	M
	40
	3670
	1/5
	6,9
	n.o.
	7,05
	19,6
	36,3
	60,4

	5
	M
	40
	3550
	5/7
	0,0
	1095
	7,15
	11,0
	60,8
	35,5

	6
	M
	39
	3270
	7/5
	0,0
	1616
	7,23
	6,7
	60,5
	51,7

	7
	M
	39
	3200
	8/7
	55,0
	1475
	7,24
	6,5
	42,5
	48

	8
	M
	37
	3000
	7/7
	2,0
	135
	7,20
	11
	43,6
	46,7

	9
	M
	42
	3950
	n.o.
	1,9
	640
	7,25
	6,8
	68,3
	60,8

	10
	M
	38
	3050
	5/7
	8,2
	1082
	7,23
	8,2
	59,3
	40,8

	11
	Ž
	35
	2300
	8/7
	5,6
	n.o.
	7,06
	11,1
	76,0
	31,8

	12
	M
	38
	3600
	5/7
	8,1
	1235
	7,28
	6,0
	58,4
	60,3

	13
	M
	40
	2920
	7/6
	11,0
	2150
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	14
	M
	38
	2950
	8/7
	0,1
	n.o.
	7,24
	8,2
	57,3
	42,2

	15
	Ž
	37
	2550
	8/7
	1,2
	1289
	7,28
	6,1
	45,1
	48,3

	16
	M
	41
	4100
	7/7
	1,6
	496
	7,22
	8,4
	58,4
	41,3

	17
	Ž
	37
	3300
	7/7
	0,5
	n.o.
	7,21
	7,3
	49,4
	44,3

	18
	M
	38
	3000
	8/7
	0,0
	1551
	7,17
	8,4
	63,4
	48,3

	19
	M
	30
	1650
	3/4
	26,0
	1508
	7,06
	12,4
	34,5
	60,4

	20
	Ž
	30
	1430
	4/7
	0,0
	1685
	7,16
	8,4
	42,4
	52,6

	21
	M
	33
	2200
	5/6
	0,0
	650
	7,20
	7,6
	44,7
	48,4

	22
	Ž
	34
	2450
	6/7
	18,0
	1835
	7,19
	8,8
	39,8
	49,1

	23
	M
	28
	1360
	4/6
	32,0
	n.o.
	7,13
	7,8
	56,3
	49,3

	24
	M
	31
	1400
	4/5
	0,0
	1461
	7,18
	12,4
	53,2
	43,8

	25
	Ž
	35
	3200
	5/6
	22,0
	1042
	7,27
	6,2
	51,8
	58,4

	26
	M
	36
	2840
	5/6
	0,0
	1645
	7,09
	10,2
	67,8
	32,1

	27
	M
	41
	3900
	7/7
	18,7
	2310
	7,25
	8,4
	51,4
	50,8

	28
	M
	35
	2490
	6/7
	32,0
	n.o.
	7,23
	6,7
	51,4
	52,3

	29
	M
	38
	3300
	8/8
	0,0
	1448
	7,22
	7,8
	47,8
	50,8

	30
	M
	40
	3350
	5/6
	0,0
	1835
	7,19
	9,2
	48,7
	44,5

	31
	M
	37
	2150
	6/7
	0,0
	1025
	7,25
	8,9
	40,7
	51,8

	32
	Ž
	40
	3600
	6/7
	7,2
	764
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	33
	Ž
	36
	2690
	6/7
	3,3
	1764
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	34
	M
	40
	2100
	7/7
	0,0
	573
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	35
	M
	40
	2650
	8/7
	5,2
	642
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.


a M/Ž: muški/ ženski spol

b Apgar indeks određivan u 1. i 5. minuti po rođenju

c  pH krvi određivan je uzimanjem uzoraka iz kapilarne krvi

d  -EB= eksces baza

e n.o. nije određeno iz tehničkih razloga

Tablica 6. Kliničke i laboratorijske vrijednosti djece iz kontrolne skupine

	Bolesnik
	Spol

(M/Ž)a
	Gestacijska

dob

(tjedni)
	Rodna

masa (g)
	Apgar indkes

(1/5 min)b
	CRP

mg/L
	Proteini u likvoru (mg/L)
	pH krvi

(kapilarna)c
	-EBd
	pCO2

(mmHg)
	pO2
mmHg

	1
	Ž
	38
	1200
	7/8
	1,9
	764
	n.o.d
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	2
	M
	39
	3300
	10/10
	3,8
	800
	7,33
	3,4
	42,8
	30,1

	3
	Ž
	40
	2700
	10/10
	5,2
	340
	7,30
	1,6
	40,0
	49,1

	4
	Ž
	41
	3440
	10/10
	33,6
	1322
	7,29
	1,8
	54,1
	67,8

	5
	M
	40
	3115
	8/10
	5,4
	481
	7,42
	2,6
	37,8
	57,3

	6
	M
	38
	3220
	7/8
	1,2
	1060
	7,35
	1,9
	41,8
	52,3

	7
	M
	39
	4350
	9/10
	0,0
	721
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	8
	M
	39
	3000
	9/10
	2,0
	1382
	7,35
	1,7
	45,5
	69,8

	9
	Ž
	40
	3110
	9/10
	8,3
	621
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	10
	Ž
	39
	3950
	5/8
	0,8
	1346
	7,46
	1,6
	29,8
	58,8

	11
	Ž
	38
	2960
	7/9
	0,0
	1125
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	12
	M
	39
	2950
	10/10
	0,0
	1785
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	13
	Ž
	35
	2390
	8/9
	0,0
	n.o.
	n.o.
	n.o.-
	n.o.
	n.o.

	14
	M
	39
	2290
	7/8
	n.o.
	1513
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	15
	Ž
	40
	3720
	7/8
	0,0
	539
	7,42
	1,3
	45,6
	50,1

	16
	Ž
	36
	2700
	7/8
	0,0
	1380
	7,32
	3,2
	47,9
	50,1

	17
	Ž
	40
	2930
	8/9
	0,0
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	18
	M
	38
	3000
	8/9
	0,0
	478
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	19
	Ž
	38
	1750
	10/10
	0,0
	918
	7,29
	5,9
	32,4
	58,5

	20
	M
	37
	2950
	7/9
	20
	847
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	21
	Ž
	40
	3980
	n.o.
	0,0
	321
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	22
	M
	40
	2700
	10/10
	0,0
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	23
	Ž
	40
	3260
	10/10
	0,0
	513
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	24
	M
	40
	3800
	10/10
	0,5
	581
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	25
	M
	38
	3260
	9/10
	5,4
	804
	n.o.       
	n.o.
	n.o.
	n.o.


a     M/Ž: muški/ženski spol
b   određen u 1. i 5. minuti nakon rođenja

c    pH krvi određen je uzimanjem uzoraka iz kapilarne krvi

d   - EB= Eksces baza; ovdje je riječ o negativnom ekscesu baza (acidoza)

e     n.o. -  nije određeno- neke vrijednosti iz tehničkih razloga nisu bile dostupne laboratorijskoj analizi, ali su ostali laboratorijski, anamnestički i klinički podatci  omogućili svrstavanje u kontrolnu skupinu 

Tablica 7. Kliničke i laboratorijske vrijednosti djece s perinatalnom hipoksijom liječene deksametazonom 

	Bolesnik
	Spol

(M/Ž)a
	Gestacijska

dob

(tjedni)
	Rodna

masa (g)
	Apgar indkes

(1/5 min)b
	CRP

mg/L
	Proteini u likvoru (mg/L)
	pH krvi
(kapilarna)c
	-EBd
	pCO2

(mmHg)
	pO2
mmHg

	1
	Ž
	38
	3260
	7/7
	0,0
	508
	7,22
	9,8
	56,8
	35,9

	2
	M
	34
	2390
	6/7
	0,0
	2230
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	3
	Ž
	40
	2550
	5/7
	0,0
	671
	7,04
	10,1
	40,4
	57,3

	4
	M
	36
	2400
	6/7
	0,0
	922
	7,02
	11,2
	47,2
	53,2

	5
	M
	30
	2050
	7/7
	13,0
	2942
	6,98
	13,0
	63,4
	45,3

	6
	M
	39
	3650
	0/0
	20,0
	320
	7,13
	9,8
	41,3
	42,8

	7
	Ž
	37
	3180
	5/6
	0,0
	1197
	7,14
	10,8
	31,6
	57,8

	8
	Ž
	40
	2700
	4/7
	0,0
	239
	7,24
	7,9
	56,1
	53,4

	9
	Ž
	32
	2500
	6/7
	0,0
	1011
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	10
	M
	32
	2210
	7/8
	0,0
	n.oe.
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.

	11
	Ž
	32
	1700
	0/1
	0,0
	5615
	6,89
	19
	43,7
	44,8

	12
	M
	41
	4050
	6/7
	0,0
	670
	n.o.
	n.o.
	n.o.
	n.o.


a  M/Ž: muški/ženski spol
b   određen u 1. i 5. minuti nakon rođenja

c    pH krvi određen je uzimanjem uzoraka iz kapilarne krvi

d - EB= Eksces baza; ovdje je riječ o negativnom ekscesu baza (acidoza)

e     n.o. -  nije određeno- neke vrijednosti iz tehničkih razloga nisu bile dostupne laboratorijskoj analizi

Tablica 8. Deskriptivna statistika u djece s perinatalnom hipoksijom (skupina I.) 

	Ispitivana varijabla
	Na
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	Dobb (tjedni)
	35
	36,9
	3,68
	28,0
	35,0
	38,0
	40,0
	42,0

	Rodna masa (g)
	35
	2793,7
	773,31
	1360,0
	2200,0
	2950,0
	3300,0
	4100,0

	Apgar - 1. minuta
	34
	5,8
	2,09
	0,0
	5,0
	6,0
	7,0
	8,0

	Apgar - 5. minuta
	34
	6,2
	1,48
	0,0
	6,0
	7,0
	7,0
	7,0

	CRP (mg/L)
	35
	6,7
	9,57
	0,0
	0,0
	1,9
	8,20
	32,0

	Proteini likvor (mg/L)
	33
	1061,5
	664,31
	0,0
	640,0
	1082,0
	1551,0
	2310,0

	Stanice u likvoru (n/3)c
	30
	28,5
	22,89
	1,0
	11,0
	15,5
	49,0
	79,0

	pH d
	30
	7,20
	0,10
	6,88
	7,17
	7,22
	7,25
	7,46

	pCO2 (mmHg)
	30
	53,6
	17,69
	29,8
	43,6
	51,4
	58,4
	135,0

	pO2 (mmHg)
	29
	48,9
	9,03
	30,1
	43,8
	49,1
	53,6
	67,5

	-EB
	30
	8,2
	3,70
	1,0
	6,5
	8,0
	9,2
	19,0

	SO2
	30
	69,1
	14,78
	33,9
	60,5
	72,8
	80,0
	91,7


a   broj djece s dostupnim traženim podacima

b    dob je izražena u tjednima gestacije

c   stanice u likvoru su određivane u Fuchs-Rosenthalovoj komori metodom brojanja u tri kubna mililitra (n/3) 

d   pH kao i ostale plinske vrijednosti dobivene su iz kapilarnih uzoraka uzetih 15- 240 minuta nakon rođenja u djece koja su većinom podvrgnuta reanimacijskim postupcima (kisik, bikarbonati)

Napomena uz N u tablici 8. Pojedine varijable nisu bile dostupne u sve ispitivane djece (n=35). Jedno dijete nije bilo ocijenjeno po Apgar indeksu (rođeno kod kuće).  Npr.  proteini ili stanice u likvoru nedostaju u dvoje/petero djece zbog nedovoljne količine uzorka. Također plinska analiza nije bila u potpunosti dostupna iz tehničkih razloga,  a neki uzorci su obrađivani u laboratoriju u drugom dijelu grada nakon više sati od prijema. To je razlog da su prosječne vrijednosti saturacije kisikom više nego  što  to odgovara hipoksičnom stanju novorođenčeta (dijete podvrgnuto terapiji kisikom). Iako se pojedine ispitivane vrijednosti ne pojavljuju u decimalnom obliku (npr.Apgar indeks) ovdje su te kao i sve ostale vrijednosti zbog statističkih razloga prikazane u decimalnom obliku.

Tablica 9. Deskriptivna statistika kontrolne skupine (skupina II.)

	Ispitivana varijabla
	Na
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	Dobb (tjedni)
	25
	38,7
	1,60
	35,0
	36,0
	39,0
	40,0
	41,0

	Rodna masa (g)
	24
	3001,9
	670,37
	1200,0
	2700,0
	3000,0
	3280,0
	4350,0

	Apgar - 1. minuta
	24
	8,3
	1,46
	5,0
	7,0
	8,0
	10,0
	10,0

	Apgar - 5. minuta
	24
	8,9
	2,07
	0,0
	8,0
	10,0
	10,0
	10,0

	CRP (mg/l)
	24
	3,7
	7,76
	0,0
	0,0
	0,3
	4,5
	33,6

	Proteini likvor (mg/L)
	25
	755,6
	510,74
	0,0
	478,0
	721,0
	1125,0
	1785,0

	Stanice u likvoru (n/3)c
	21
	31,2
	21,13
	4,0
	11,0
	25,0
	49,0
	61,0

	pH d
	10
	7,34
	0,046
	7,29
	7,30
	7,34
	7,35
	7,42

	pCO2 (mmHg)d
	10
	41,8
	6,62
	32,4
	37,8
	40,9
	45,6
	54,1

	pO2 (mmHg)d
	10
	53,8
	10,51
	36,8
	49,1
	53,9
	58,5
	69,8

	-EBe
	10
	5,7
	1,00
	1,3
	1,7
	2,3
	3,2
	5,9

	SO2d
	10
	81,1
	9,78
	66,2
	68,9
	84,2
	88,4
	92,5


a N broj bolesnika u kojih su uzeti uzorci

b Dob pacijenata izražena u tjednima

c Stanice u likvoru rađene su metodom brojanja u tri kubna mililitra

d  pH, kao i ostale plinske vrijednosti (pCO2, pO2 i SO2 )  određivane su u kapilarnoj krvi

e –EB je negativni eksces baza (gubitak baza) iz kapilarne krvi

Tablica 10. Deskriptivna statistika skupine III. (djeca liječena deksametazonom )

	Ispitivana varijabla
	Na
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	Dobb (tjedni)
	12
	35,9
	36,5
	30,0
	41,0
	32,0
	39,5
	3,80

	Rodna masa (g)
	12
	2719,2
	2525,0
	1700,0
	4050,0
	2300,0
	3215,0
	685,21

	Apgar - 1. minuta
	12
	4,9
	6,0
	0,0
	7,0
	4,5
	6,5
	2,47

	Apgar – 5 minuta
	12
	5,9
	7,0
	0,0
	8,0
	6,5
	7,0
	2,58

	CRP (mg/L)
	12
	2,8
	0,0
	0,0
	20,0
	0,0
	0,0
	6,95

	Proteini likvor (mg/L)
	11
	1484,4
	922,0
	239,0
	5618,0
	508,0
	2230,0
	1599,23

	Stanice u likvoru (n/3)c
	11
	36,4
	24,0
	0,0
	100,0
	8,0
	72,0
	35,34

	pH d
	8
	7,08
	7,09
	6,89
	7,24
	7,00
	7,18
	0,12

	pCO2 (mmHg)
	8
	47,6
	45,5
	31,6
	63,4
	40,9
	56,5
	10,48

	pO2 (mmHg)
	8
	48,8
	49,3
	35,9
	57,8
	43,8
	55,5
	10,48

	-EB
	8
	11,5
	10,8
	7,9
	19,0
	9,8
	12,1
	3,34

	SO2
	8
	49,7
	45,4
	0,0
	85,7
	42,9
	56,0
	24,68


a N broj bolesnika u kojih su analizirani prikazani parametri

b Dob pacijenata izražena u tjednima

c Stanice u likvoru rađene su metodom brojanja u tri kubna mililitra

d pH kao i ostale plinske vrijednosti  (pCO2, pO2, -EB i SO2) određivane su  u kapilarnoj krvi

Tablica 11. Sažet prikaz osnovnih kliničkih i laboratorijskih vrijednosti ispitivanih skupina 
(Kruskal-Wallis test, p<0,05)
	Promatranaa

varijabla
	Djeca s PNH

(n=35)
	Kontrolna skupina

(n=25)
	Djeca liječena deksametazonom

(n=12)
	p

vrijednostc

	Spol 

(M/Ž)


	25/10
	12/13
	6/6
	0,2161


	Gestacijska dob

(tjedni)


	38,0

IQRb: 5,0

28,0-42,0
	39,0

IQR: 2,0

35-41
	36,5

IQR: 8,0

30-41
	0,0759

	Rodna masa 

(g)


	2950,0

IQR: 1100,0

1360-4100
	3000,0

IQR 590,0

1200-4350
	2525

IQR 978,0

1700-4050
	0,3867

	Apgar indeks

(1. minuta)


	6

IQR: 2

0-8
	8

IQR: 2

5-10
	6

IQR: 2

0-7
	<0,0001

	Apgar indeks

(5.minuta)


	7

IQR: 1

0-7
	10

IQR: 2

7-10
	7

IQR 1

0-8
	<0,0001



	CRP 

(mg/L)


	1,9

IQR 8,2

0-32
	0,25

IQR 4,85

0-33,6
	0,0

IQR 0,0

0-20,0
	0,0289

	Proteini u likvoru (mg/L)


	1082,0

IQR: 977

0-2310,0
	721,0

IQR: 815

0-1785,0
	922,0

IQR: 1722,0

239-5618,0
	0,1656

	pH krvi

(kapilarni)


	7,22

IQR: 7,17

6,88-7,46
	7,34

IQR 7,30

7,28-7,42
	7,08

IQR: 7,00

6,89-7,24
	<0,0001

	pCO2 

(mmHg)


	51,4

IQR: 14,8

29,8-135,1
	40,0

IQR: 21,7

32,4-54,1
	45,4

IQR: 15,6

31,6-63,4
	0,0278

	pO2 

(mmHg)


	49,1

IQR: 9,8

30,1-67,5
	53,9

IQR: 9,4

36,8-69,8
	49,2

IQR: 11,5

35,9-57,8
	0,4327

	-EB 


	8,0

IQR: 2,7

1,0-19,6
	5,7

IQR: 1,5

1,3-34,0
	10,8

IQR: 2,3

7,9-19,0
	0,0003


a Zbog nepravilne raspodjele sve vrijednosti su prikazane kao medijani, interkvartilni raspon (IQR) te minimalna i maksimalna vrijednost

b  IQR= interkvartilni raspon (rang)

c  p vrijednost u tablici je za cijelu skupinu (Kruskal-Wallis multipli test komparacije)

Ovaj sažeti prikaz osnovnih laboratorijskih i kliničkih vrijednosti ispitivanih skupina omogućava i preglednu statističku analizu razlika u pojedinim varijablama između skupina.
Multiplom komparativnom analizom Kruskal-Wallis testom utvrđeno je da postoji značajna razlika između skupina za Apgar indeks u prvoj i petoj minuti, tj. djeca s PNH imaju značajno niži Apgar indeks u 1. minuti od kontrolne skupine (p < 0,0001) te u 5.minuti (p < 0,0001).

Djeca koja su dobivala deksametazon također imaju značajno niži Apgar indeks u 1. i 5. minuti za razliku od kontrolne skupine (p < 0,0001; p=0,0001).

Također postoji značajna razlika unutar skupina za CRP: djeca s deksametazonom imaju značajno niži CRP od kontrolne skupine i djece s PNH (p = 0,0453).

Postoji značajna razlika u pH krvi između skupina: djeca s PNH imala su značajno niži pH od kontrolne skupine (p = 0,0003). Također su djeca liječena deksametazonom  imala značajno niži pH kapilarne krvi (p < 0,0001) od kontrolne skupine.

Djeca s PNH imala su značajno viši pCO2 (p = 0,0243) od kontrolne skupine.

Djeca s PNH imala su značajno veći manjak baza za razliku od kontrolne skupine (p=0,0126). Također su djeca s deksametazonom imala veći manjak baza od kontrolne skupine (p = 0,0002). Saturacija krvi kisikom bila je značajno niža u djece treće skupine (p=0,0022) za razliku od kontrolne skupine.

Nije postojala značajnija razlika između skupina za slijedeće vrijednosti: dob, rodnu masu, proteine u likvoru, stanice u likvoru i pO2. To znači da su skupine komparabilne za ispitivanje markera hipoksije. Činjenica da nije bilo razlika za pO2 u skupinama potječe od toga što su djeca s PNH bila podvrgnuta umjetnom prodisavanju kisikom odmah po rođenju u rodilištu i na Dječjem odjelu.

4.2. Određivanje koncentracije pojedinih medijatora hipoksije  u  likvoru i serumu djece s PNH u akutnoj fazi bolesti

4.2.1.CITOKINI

4.2.1.1. IL-6 

Tablica 12. Prikaz pojedinačnih vrijednosti IL-6 u likvoru i serumu (pg/mL) djece s PNH

	Skupina I (bolesnici)
	likvora (pg/mL)
	Serum (pg/mL)

	1
	7,10
	55,25

	2
	n.o. b
	108,81

	3
	n.o.
	5,32

	4
	n.o.
	307,88

	6
	77,87
	142,90

	8
	31,75
	168,72

	10
	70,58
	93,70

	12
	6,00
	13,33

	13
	3,38
	25,44

	14
	13,70
	60,01

	16
	3,38
	19,69

	17
	2,87
	n.o.

	18
	21,54
	413,30

	19
	6,27
	24,08

	20
	20,26
	22,17

	21
	3,09
	25,99

	22
	0,55
	23,44

	23
	8,18
	32,98

	24
	0,0
	143,01        

	25
	3,73
	71,78

	26
	113,12
	138,56

	27
	20,9
	10,72

	28
	10,72
	57,79

	29
	0,09
	114,39

	30
	23,44
	122,66

	31
	88,95
	55,88

	33
	2,54
	8,28

	40
	3,57
	13,66

	Aritmetička sredina 
	21,74
	69,08

	SD
	31,206
	91,628

	Minimum
	0,00
	0,00

	Prva kvartila (Q1)
	3,38
	10,72

	Medijan
	7,10
	25,99

	Treća kvartila (Q3)
	21,54
	108,81

	Maksimum
	113,12
	413,30


a IL-6 u likvoru je određen u 25 bolesnika starih 5-96 sati; medijan 26,5 sati.

b n.o.- nije određeno; u bolesnika 2.3.i 4. IL-6 nije određen u likvoru zbog teškog općeg stanja koje nije dopuštalo lumbalnu punkciju (bolesnici na umjetnom prodisavanju), a u serumu u pacijenta br. 17 zbog male količine uzorka

Tablica 13. Prikaz pojedinačnih vrijednosti IL-6 u likvoru i serumu (pg/mL) kontrolnih ispitanika

	Skupina II (kontrola)
	likvora  (pg/mL)
	Serum (pg/mL)

	11
	2,46
	12,00     

	             12
	n.o.
	15,18

	             13
	2,46
	25,35

	             14
	6,91
	16,45                    

	             15
	12,00
	15,81

	             16
	12,63
	15,82

	             20
	7,00
	1,61

	             21
	5,59
	n.o.

	             22
	10,69
	10,86 

	             23
	8,56
	1,49

	             24
	10,40
	3,42

	25
	0,00
	15,09

	Aritmetička sredina 
	7,15
	12,10

	SD
	4,198
	7,348

	Minimum
	0,00
	1,49

	Prva kvartila (Q1)
	2,46
	3,42

	Medijan
	7,00
	15,09

	Treća kvartila (Q3)
	10,69
	15,81

	Maksimum
	12,63
	25,35


Tablica 14. Prosječne koncentracije IL-6 u likvoru i serumu (pg/mL) uzete u ranoj fazi  (5-96 sati) bolesnika i kontrolne skupine (Mann-Whitney U test, p<0,05)
	 Ispitanici
	                      Likvor
	                     Serum

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan: pg/mL)
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan; pg/mL)

	Bolesnici
	25
	7,10
	27
	25,99

	Kontrole
	11
	7,00
	11
	15,09

	Statistička signifikantnost
	p = 0,3963
	p = 0,0408


Razlika između vrijednosti IL-6 u likvoru  bolesnika i kontrolne skupine nije bila statistički signifikantna (Mann-Whitney U test, p = 0,3963).

Postoji značajna razlika u koncentraciji IL-6 u serumu između pacijenata i kontrolne skupine (Mann-Whitney U test, p = 0,0408).
Prosječne vrijednosti (u medijanima)  IL-6 u likvoru i serumu u ranoj fazi (5-96 sati) u skupini bolesnika i kontrolnoj skupini prikazane su slikom 1. 
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Slika 1. IL-6 koncentracije (medijani)u likvoru (Mann-Whitney U test p=0,3963) i serumu  bolesnika i  kontrolne skupine , određene u ranoj fazi  (5-96 sati).

4.2.1.2. IL-1β 

IL-1β ispitivan je u likvoru i serumu bolesnika i u kontrolnoj skupini. 

U tablicama 15. i 16. prikazane su  vrijednosti IL-1β u likvoru i serumu  u pg/mL za svakog

ispitanika pojedinačno iz I. i II. skupine  sa pripadajućom deskriptivnom statistikom. 

Rezultati pokazuju da su koncentracije IL-1β u likvoru pacijenata i u kontrolnoj skupini bile gotovo nemjerljive u ranoj fazi (5-96 sati). Iako su prosječne vrijednosti bile nešto niže u skupini bolesnika nego u kontrolnoj skupini, razlika je zanemariva (Mann-Whitney U test, p = 0,1611), a rezultat se zbog malog broja uzoraka ne može razmatrati .

Nešto su više razine IL-1β u serumu pacijenata, no razlika prema kontrolnoj skupini također nije  statistički signifikantna (Mann-Whitney U test, p = 0,064) (Tablica 17.).

Tablica 15. Prikaz pojedinačnih vrijednosti IL-1β u likvoru i serumu (pg/mL) djece s PNH
	Skupina I (bolesnici)
	likvora (pg/mL)
	Serum (pg/mL)

	20
	0,00
	0,50

	21
	0,00
	0,08

	22
	0,63
	0,03

	23
	0,00
	n.o.b

	24
	0,00
	n.o.

	26
	0,04
	n.o.

	27
	0,00
	10,08

	28
	0,00
	2,05

	29
	0,00
	0,01

	30
	0,00
	1.38

	31
	0,00
	n.o.

	Aritmetička sredina 
	0,06
	2,02

	SD
	0,189
	3,638

	Minimum
	0,00
	0,01

	Prva kvartila (Q1)
	0,00
	0,03

	Medijan
	0,00
	0,50

	Treća kvartila (Q3)
	0,00
	2,05

	Maksimum
	0,63
	10,08


a IL-1β određen je u likvoru 11 djece u bolesnika dobi od 5-96 sati (medijan 26,5 sati)

b n.o. nije određen zbog nedovoljne količine uzorka

Tablica 16. Prikaz pojedinačnih vrijednosti IL-1β u likvoru i serumu (pg/mL) u kontrolnoj skupini

	Skupina II (kontrola)
	Likvor (pg/mL)
	Serum (pg/mL)

	1
	0,00
	n.o.

	12
	0,94
	0,00

	13
	n.o.a
	0,00

	14
	n.o
	0,00 

	15
	n.o.
	0,43

	16
	n.o.
	0,00

	17
	0,05
	0.33

	18
	n.o.
	0,09

	19
	n.o.
	0,25

	Aritmetička sredina 
	0,33
	0,14

	SD
	0,530
	0,174

	Minimum
	0,00
	0,00

	Prva kvartila (Q1)
	0,00
	0,00

	Medijan
	0,05
	0,05

	Treća kvartila (Q3)
	0,94
	0,29

	Maksimum
	0,94
	0,43


 a n.o. nije određeno zbog male količine uzorka

Tablica 17. Prosječne koncentracije IL-1β u likvoru i serumu (pg/mL) bolesnika i kontrolne skupine u uzorcima u ranoj fazi (5-96 sati) (Mann-Whitney U test, p<0,05)

	Ispitanici
	                       Likvor
	                      Serum

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan; pg/mL)
	Broj ispitanika
	Koncentracija 

(medijan; pg/mL)

	Bolesnici
	11
	0,00
	7
	0,50

	Kontrole
	3
	0,05
	8
	0,05

	Statistička signifikantnost
	p = 0,1611
	p = 0,064


Međusobni odnos između vrijednosti IL-1β u likvoru i serumu bolesnika i ispitanika kontrolne skupine prikazan je slikom 2.
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Slika 2. IL-1β koncentracije u likvoru i serumu bolesnika i kontrolnoj skupini  (pg/ml) određene u ranoj fazi  (5-96 sati).

4.2.1.3. TNF-α 

Pojedinačne vrijednosti TNF-α u likvoru i serumu bolesnika u akutnoj fazi bolesti i kontrolnih ispitanika prikazane su u tablici 18. i 19. Statistička usporedba vrijednosti u dvije skupine prikazana je u tablici 20. Odstupanja od središnje vrijednosti prikazana su na slici 3.

Tablica 18. Prikaz pojedinačni vrijednosti TNF-α u uzorcima likvora i seruma (pg/mL) u akutnoj fazi bolesti djece s PNH

	Skupina I (bolesnici)
	likvora  (pg/mL)
	seruma (pg/mL)

	1
	14,29
	42,90

	2
	n.o.b
	18,43

	3
	29,14
	34,86

	4
	19,52
	42,16

	5
	14,17
	19,02

	6
	21,07
	17,40

	8
	15,56
	25,54

	9
	20,43
	18,22

	12
	16,19
	20,39

	14
	18,62
	21,70

	15
	25,93
	47,39

	16
	16,09
	23,04

	17
	19,68
	12,77

	32
	14,50
	21,65

	                         33
	19,43
	50,25

	                         35
	18,36
	21,30

	Aritmetička sredina 
	18,87
	27,31

	SD
	4,245
	11,996

	Minimum
	14,17
	12,77

	Prva kvartila (Q1)
	15,56
	18,73

	Medijan
	18,62
	21,67

	Treća kvartila (Q3)
	20,43
	38,51

	Maksimum
	29,14
	50,25


a TNF-α određen je u akutnoj fazi bolesti u 15 uzoraka likvora  i 16 uzoraka seruma  

b n.o.- nije određeno; u bolesnika br.2 TNF-α nije određen u uzorku zbog teškog općeg stanja (umjetno prodisavanje).

Tablica 19. Prikaz pojedinačnih vrijednosti TNF-α u uzorcima likvora i seruma (pg/mL)  u kontrolnoj skupinia

	Skupina II (kontrola)
	likvora (pg/mL)
	seruma (pg/mL)

	2
	16,20
	27,38

	3
	18,32
	16,67

	  4
	n.o.b
	15,45

	 5
	16,05
	19,13

	  6
	n.o.
	14,66

	Aritmetička sredina 
	16,86
	16,48

	SD
	1,271
	1,955

	Minimum
	16,05
	14,66

	Prva kvartila (Q1)
	16,05
	15,05

	Medijan
	16,20
	16,06

	Treća kvartila (Q3)
	18,32
	17,90

	Maksimum
	18,32
	27,38


a u kontrolnoj skupini TNF-α određen je u likvoru u tri novorođenčeta, a u serumu u petero novorođenčadi. 

b n.o.- nije određeno; u bolesnika 4 i 6 nije određivan zbog nedovoljne količine likvora

Tablica 20. Prosječne koncentracije TNF-α u uzorcima likvora i seruma u bolesnika i u kontrolnoj skupini uzete u ranoj fazi  bolesti (Mann-Whitney U test, p<0,05)

	Ispitanici
	                       Likvor
	                      Serum

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan; pg/mL)
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan; pg/mL)

	Bolesnici
	15
	18,62
	16
	21,67

	Kontrolea
	3
	16,05
	5
	16,06

	Statistička signifikantnost
	p = 0,4412
	p = 0,0233


a određeno u samo tri uzorka, zbog nedovoljne količina likvora u uzorcima

Vidimo da nema statistički signifikantne razlike u koncentraciji TNF-α u likvoru u akutnoj fazi između skupine bolesnika i kontrolne skupine (Mann-Whitney U test, p = 0,4412). Međutim, postoji signifikantna razlika u koncentraciji ovog citokina u serumu istih ispitanika (Mann-Whitney U test, p=0,023).
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Slika 3. TNF-α koncentracije (pg/mL) u likvoru i serumu pacijenata i u kontrolnoj skupini u akutnoj fazi bolesti

4.2.1.4. IL-18 

Pojedinačne vrijednosti koncentracije IL-18 u akutnoj fazi u likvoru bolesnika i kontrolnih ispitanika prikazane su u tablicama 21. i 22., a odstupanja od središnje vrijednosti  na slici 4. Statistička usporedba vrijednosti u dvije skupine prikazana je u tablici 23. 

Tablica 21. Prikaz pojedinačnih vrijednosti  IL-18 u uzorcima likvora i seruma (pg/mL) u 
bolesnika  u akutnoj fazi bolesti

	Skupina I (bolesnici)
	Likvor (pg/mL)
	Serum (pg/mL)

	19
	0,00
	342,40

	20
	0,00
	69,19

	21
	2,74
	153,07

	22
	0,00
	1086,87

	23
	0,00
	806,48

	24
	0,00
	226,47

	26
	0,00
	36,31

	27
	0,00
	6532,10

	28
	0,00
	0,00

	29
	0,00
	1,42

	30
	0,00
	0,00

	31
	0,00
	1,30

	Aritmetička sredina 
	0,23
	771,30

	SD
	0,790
	1847,830

	Minimum
	0,00
	0,00

	Prva kvartila (Q1)
	0,00
	1,36

	Medijan
	0,00
	111,13

	Treća kvartila (Q3)
	0,00
	574,44

	Maksimum
	2,74
	6532,10


IL-18 određivan je u akutnoj fazi bolesti u likvoru i u serumu u l2 pacijenata

Tablica 22. Prikaz pojedinačnih vrijednosti IL-18 u uzorcima likvora i seruma (pg/mL) u 
kontrolnoj skupini ispitanika u ranoj  fazi 

	Skupina II (kontrola)
	Likvor (pg/mL)
	Serum (pg/mL)

	1
	0,00
	n.o.a

	11
	0,00
	4,16

	12
	0,00
	114,31

	13
	0,00
	180,22

	14
	0,00
	10,07

	15
	0,00
	0,00

	16
	0,00
	n.o.

	Aritmetička sredina 
	0,00
	61,75

	SD
	0,00
	81,543

	Minimum
	0,00
	0,00

	Prva kvartila (Q1)
	0,00
	4,16

	Medijan
	0,00
	10,07

	Treća kvartila (Q3)
	0,00
	114,31

	Maksimum
	0,00
	180,22


a n.o.-nije određeno; u ispitanika 1. i 16. zbog nedovoljne količine uzorka

Tablica 23. Prosječne vrijednosti IL-18 u likvoru i serumu pacijenata i kontrolne skupine u ranoj fazi (Mann-Whitney U test, p<0,05)

	Ispitanici
	                       Likvor
	                       Serum

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan;pg/ml)
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan; pg/ml)

	Bolesnici
	     12
	     0,00      
	        12
	     111,13

	Kontrole
	       7
	     0,00
	          5
	      16,06

	Statistička signifikantnost
	p = 0,7673
	p = 0,3991


Nema značajnije razlike u koncentracijama IL-18 u likvoru i serumu pacijenata i kontrolne skupine (Mann-Whitney U test).
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Slika 4. IL-18 koncentracije (pg/mL) u likvoru i serumu pacijenata i u kontrolnoj skupini u akutnoj fazi bolesti 

4.2.2. NO (µmol/mL)

U tablicama 24. i 25. prikazane su pojedinačne vrijednosti koncentracije NO-a u akutnoj fazi u bolesnika i u kontrolnih ispitanika. Odstupanja od središnje vrijednosti prikazana su na slici 5. Statistička usporedba vrijednosti u dvije skupine prikazana je u tablici 26.

Tablica 24. Koncentracija NO u likvoru i serumu bolesnika u akutnoj fazi bolesti (µmol/L)

	Skupina I (bolesnici)
	Likvor (μmol/mL)
	Serum (μmol/mL)

	1
	0,19
	21,55

	2
	n.o.a
	17,76

	3
	8,38
	9,17

	4
	0,28
	27,16

	5
	n.o.
	31,24

	6
	1,33
	5,17

	7
	0,00
	18,07

	8
	0,00
	20,64

	9
	0,00
	36,06

	10
	0,11
	70,68

	11
	0,00
	12,13

	12
	0,00
	21,87

	13
	n.o.
	n.o

	14
	2,265
	34,25

	15
	0,00
	30,57

	16
	0,00
	72,43

	17
	0,00
	23,58


	32
	2,15
	26,95

	33
	0,00
	25,68

	34
	0,07
	82,74

	Aritmetička sredina 
	0,87
	32,12

	SD
	                     2,078
	21,785

	Minimum
	0,00
	5,17

	Prva kvartila (Q1)
	0,00
	18,07

	Medijan
	0,00
	25,69

	Treća kvartila (Q3)
	0,807
	36,06

	Maksimum
	8,38
	82,74


a n.o. nije određeno, najvećim dijelom zbog nedovoljne količine uzorka

Tablica 25. Koncentracija NO u likvoru i serumu  (µmol/mL) u kontrolnoj skupini 

	Skupina II (kontrola)
	likvor
	serum

	1
	n.oa
	17,11

	2
	0,00
	26,67

	3
	2,30
	2,27

	6
	0,00
	19,32

	7
	1,77
	16,59

	8
	0,00
	7,65

	9
	0,00
	16,28

	21
	77,74
	16,22

	22
	103,83
	n.o.

	23
	102,30
	n.o.

	24
	86,35
	n.o.

	25
	19,87
	n.o.

	Aritmetička sredina 
	35,83
	13,58

	SD
	45,856
	6,187

	Minimum
	0,00
	2,27

	Prva kvartila (Q1)
	0,00
	7,65

	Medijan
	2,27
	16,22

	Treća kvartila (Q3)
	86,35
	17,11

	Maksimum
	103,83
	26,67


a n.o. nije određeno zbog male količine uzorka
Tablica 26. Usporedba prosječnih koncentracija NO u likvoru i u serumu (μmol/mL) bolesnika i djece iz kontrolne skupine (Mann-Whitney U test, p<0,05).

	Ispitanici
	                      Likvor
	                       Serum

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan;µmol/mL)
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan;µmol/mL)

	Bolesnici
	17
	0,00
	19
	25,68

	Kontrole
	11
	2,27
	8
	16,22

	Statistička signifikantnost
	                     p = 0,0688
	p = 0,0036


Podatci prikazani u tablicama 24. i 25. i na slici 5. pokazuju da se tragovi NO mogu otkriti u likvoru u uzorcima manjeg dijela bolesnika s perinatalnom hipoksijom (8/17), dok se mjerljive količine NO mogu otkriti u većem broju uzoraka likvora kontrolnih ispitanika (7/11). Više su vrijednosti NO-a u likvoru kontrolnih ispitanika negu u likvoru bolesnika s PNH, ali bez statističke značajnosti (p = 0,067, Mann-Whitney U test). Obrnuto, koncentracija NO je signifikantno veća u serumu bolesnika s perinatalnom hipoksijom nego u kontrolnih ispitanika – razlika je statistički signifikantna (Mann-Whitney U test) 
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Slika 5. NO u likvoru (µmol/mL) i u serumu bolesnika i u kontrolnoj skupini

4.2.3. Prostaglandini

4.2.3.1. Prostaglandin E2  (PGE2)

Pojedinačne koncentracije PGE2 u akutnoj fazi u likvoru bolesnika i kontrolnih ispitanika prikazane su u tablici 25., a odstupanja od središnje vrijednosti na slici 6. Statistička usporedba vrijednosti u dvije skupine prikazana je u tablici 26. PGE2 u serumima nije određivan.
Tablica 25. Koncentracija PGE2  (pg/mL) u likvoru bolesnika u akutnoj fazi bolesti

	Redni broj
	Bolesnici likvora
	Redni broj
	Kontrole likvora

	1
	46,53
	1
	28,92

	3
	30,78
	2
	14,41

	4
	115,39
	3
	17,81

	5
	2732,57
	6
	13,58

	6
	45,56
	7
	14,85

	7
	26,68
	8
	19,47

	8
	24,17
	9
	18,29

	9
	24,93
	10
	32,11

	10
	35,67
	
	

	11
	20,13
	
	

	12
	20,48
	
	

	13
	142,41
	
	

	14
	40,61
	
	

	15
	31,70
	
	

	16
	17,24
	
	

	17
	31,74
	
	

	32
	15,90
	
	

	33
	9,21
	
	

	34
	20,31
	
	

	Aritmetička sredina 
	180,63
	Aritmetička sredina 
	20,72

	SD
	618,890
	SD
	7,052

	Minimum
	9,21
	Minimum
	13,58

	Prva kvartila (Q1)
	20,31
	Prva kvartila (Q1)
	14,85

	Medijan
	30,78
	Medijan
	18,26

	Treća kvartila (Q3)
	45,56
	Treća kvartila (Q3)
	28,92

	Maksimum
	2732,57
	Maksimum
	32,11


a PGE2 je određivan samo u likvorima bolesnika i u kontrolnoj skupini

Tablica 26.  Usporedba prosječnih koncentracija PGE2  (pg/mL) u likvoru bolesnika i ispitanika kontrolne skupine (Mann-Whitney U test, p<0,05)

	Ispitanici
	                            Likvor (PGE2 u pg/mL)

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija (medijan)

	Bolesnici
	19
	30,78

	Kontrola
	8
	18,30

	Statistička

signifikantnost
	p = 0,047622


Iz tablice 26. vidimo da postoji statistički signifikantna razlika u koncentracijama PGE2 u likvorima bolesnika i kontrolne skupine, tj. značajno je viša koncentracija PGE2 u likvoru djece s perinatalnom hipoksijom (Mann-Whitney U test, p=0,047622).
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Slika 6. PGE2 (pg/ml) u likvoru bolesnika i u kontrolnoj skupini

4.2.3.2. Prostaglandin I2 (PGI2)

Pojedinačne koncentracije PGI2 u akutnoj fazi u likvoru i serumu bolesnika te u likvoru kontrolnih ispitanika prikazane su u tablicama 27. i 28., a odstupanja od središnje vrijednosti na slici 7. Statistička usporedba vrijednosti u dvije skupine prikazana je u tablici 29.

 Tablica 27.  Koncentracija PGI2 u likvoru i serumu ( pg/mL) bolesnika u akutnoj fazi bolesti 

	Skupina I (bolesnici)
	Likvor
	Serum

	1
	147,08
	497,64

	3
	24,74
	n.o.a

	4
	1209,74
	934,51

	5
	317,33
	530,55

	6
	592,71
	675,82

	7
	86,02
	n.o.

	8
	30,45
	n.o.

	9
	32,88
	120,80

	10
	292,16
	n.o.

	11
	25,85
	256,46

	12
	90,54
	n.o.

	13
	998,63
	n.o.

	14
	26,81
	457,99

	15
	7,85
	41,51

	16
	264,23
	n.o.

	17
	392,46
	894,21

	32
	49,68
	n.o.

	33
	16,62
	n.o.

	34
	52,54
	n.o.

	Aritmetička sredina 
	246,95
	489,91

	SD
	342,517
	314,34

	Minimum
	7,85
	41,51

	Prva kvartila (Q1)
	30,45
	256,46

	Medijan
	86,02
	497,64

	Treća kvartila (Q3)
	317,33
	675,82

	Maksimum
	1209,74
	934,51


a n.o.- nije određeno

Tablica 28. Koncentracija PGI2 u likvoru (pg/mL) djece  kontrolne skupine  u ranoj fazi

	Skupina II (kontrola)
	Likvor
	Serum

	3
	177,45
	n.o.a

	5
	22,21
	n.o.

	6
	33,47
	n.o.

	7
	43,33
	n.o.

	8
	15,84
	n.o.

	9
	12,46
	n.o.

	10
	20,92
	n.o.

	Aritmetička sredina 
	46,53
	n.o.

	SD
	58,696
	n.o.

	Minimum
	12,46
	n.o.

	Prva kvartila (Q1)
	15,84
	n.o.

	Medijan
	22,21
	n.o.

	Treća kvartila (Q3)
	43,33
	n.o.

	Maksimum
	177,45
	n.o.


a n.o.- nije određeno-zbog nedovoljne količine uzorka

Tablica 29. Prosječne koncentracije PGI2 u likvoru i serumu (pg/mL) pacijenata te likvoru kontrolne skupine  (Mann-Whitney U test, p<0,05)

	Ispitanici
	                  Likvor 
	                     Serum

	
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan;pg/ml)
	Broj ispitanika
	Koncentracija

(medijan; pg/ml)

	Bolesnici
	19
	86,02
	9
	497,64

	Kontrole
	7
	22,21
	
	n.o.

	Statistička

signifikantnost
	p = 0,0215
	


Postoji značajna razlika u koncentracijama PGI2 u likvoru bolesnika i u kontrolnoj skupini, tj. značajno je viša koncentracija PGI2 u likvoru djece s perinatalnom hipoksijom (Mann-Whitney U test, p=0,0215). Koncentracija PGI2 u serumu bolesnika je znatno viša nego u likvoru bolesnika, ali zbog premale količine uzorka nije mogla biti određena u skupini kontrolnih ispitanika. 
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Slika 7. PGI2 koncentracije (pg/mL) u likvoru pacijenata i u kontrolnoj skupini

4.2.4. Sažet prikaz prosječnih koncentracija proupalnih citokina i vazodilatatornih medijatora u perinatalnoj hipoksiji 

U tablicama 30. do 34. su deskriptivno sažeto prikazane prosječne vrijednosti proupalnih medijatora i statistička odstupanja od tih vrijednosti u bolesnika s perinatusnom hipoksijom i kontrolnih ispitanika, analiziranih u prethodno opisanim istraživanjima.

To nam omogućuje sažet prikaz varijabilnosti pojedinih parametara.

Tablica 30. Sažeta deskriptivna statistika proupalnih medijatora u likvoru  djece  PNH u ranoj fazi bolesti

	Medijatoria
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	IL-6  (pg/mL)
	21,74
	31,21
	0,00
	3,38
	7,10
	21,54
	113,12

	IL-1β (pg/mL
	0,06
	0,19
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,63

	IL-18 (pg/mL)
	0,23
	0,79
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	2,74

	TNF- ( (pg/mL)
	18,87
	4,25
	14,17
	15,56
	18,62
	20,43
	29,14

	NO ((mol/mL)
	0,70
	2,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,19
	8,38

	PGE2     (pg/mL)
	180,63
	618,89
	9,21
	20,31
	30,78
	45,56
	2732,57

	PGI2 (pg/mL)                    
	246,95
	342,52
	16,62
	30,45
	86,02
	317,33
	1209,74


a Prikazane su vrijednosti onih medijatora koji su rađeni u likvoru pacijenata

Vidljivo je da su vrijednosti IL-1β, IL-18 i NO izuzetno niske u likvoru i rijetko mjerljive (u manje od 50% bolesnika) (medijan=0,00). IL-6 je mjerljiv u većine bolesnika, ali je varijabilnost rezultata relativno visoka (visok raspon između prve i treće kvartile i relativno visoka SD). TNF-α je mjerljiv u svih bolesnika, a odstupanja od središnje vrijednosti su najmanja od svih analiziranih parametara (gotovo identična srednja vrijednost i medijan).

Prostaglandini (PGE2 i PGI2 ) su mjerljivi u svih bolesnika i imaju relativno najviše vrijednosti. No, odstupanja od središnje vrijednosti (medijan, interkvartilni raspon i SD) su relativno visoki.

Tablica 31. Sažeta deskriptivna statistika vrijednosti proupalnih medijatora u serumu djece s PNH u akutnoj fazi bolesti

	Medijatoria
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	IL-6 (pg/mL)
	69,08
	91,63
	0,00
	10,72
	25,99
	108,81
	413,30

	IL-1β (pg/mL)
	2,02
	3,64
	0,01
	0,03
	0,50
	2,05
	10,08

	IL-18 (pg/mL)
	771,30
	1874,83
	0,00
	1,36
	111,13
	574,44
	6532,10

	TNF-α (pg/mL)
	27,313
	21,79
	12,77
	18,07
	21,67
	36,06
	50,25

	NO ((mol/mL)
	32,12
	21,79
	5,17
	18,07
	25,68
	36,06
	82,74

	PGI2   (pg/mL)             
	489,91
	314,34
	41,21
	256,47
	497,64
	675,82
	934,51


a Prikazane su vrijednosti onih medijatora koji su rađeni u serumu pacijenata 

Srednje vrijednosti svih određivanih parametara u serumu bolesnika su općenito više nego u likvoru bolesnika. Vrijednost IL-1β i IL-18 pokazuju kao i u likvoru, visoku varijabilnost od bolesnika do bolesnika. Nasuprot tome, vrijednosti NO su mjerljive u svih bolesnika i pokazuju relativno malu varijabilnost. TNF-α, kao i u likvoru, je mjerljiv u svih bolesnika i pokazuje malu varijabilnost. PGI2 ima veću koncentraciju i pokazuje manju varijabilnost nego u likvoru (PGE2 nije određivan u serumu). 

Tablica 32. Sažeta deskriptivna statistika vrijednosti proupalnih medijatora u likvoru u kontrolnoj skupini

	Medijatoria
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	IL-6 (pg/mL)
	7,15
	4,20
	0,00
	2,46
	7,00
	10,69
	12,63

	IL-1β (pg/mL)
	0,33
	0,53
	0,00
	0,00
	0,05
	0,94
	0,94

	IL-18 (pg/mL)
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00

	TNF-α (pg/mL)
	16,86
	1,27
	16,05
	16,05
	16,20
	18,32
	18,32

	NO ((mol/mL)
	35,83
	45,86
	0,00
	0,00
	2,27
	86,35
	103,83

	PGE2    (pg/mL)
	46,53
	7,05
	12,46
	14,85
	22,21
	28,92
	32,11

	PGI2 (pg/mL)
	46,53
	58,70
	12,46
	15,84
	22,21
	43,33
	177,45


a Prikazane su vrijednosti onih medijatora koji su određeni u likvoru kontrolnih ispitanika

Tablica 33. Sažeta deskriptivna statistika vrijednosti medijatora hipoksije u serumu kontrolne skupine
	Medijatoria
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	IL-6 (pg/mL)
	12,10
	7,35
	1,59
	3,42
	15,09
	15,81
	25,35

	IL-1β (pg/mL)
	0,14
	0,17
	0,00
	0,00
	0,05
	0,29
	0,43

	IL-18 (pg/mL)
	61,75
	81,54
	0,00
	4,16
	10,07
	114,31
	180,22

	TNF-α (pg/mL)
	16,48
	1,95
	14,66
	15,05
	16,06
	17,90
	19,13

	NO ((mol/mL)
	13,58
	6,19
	2,27
	7,65
	16,22
	17,11
	19,32


   a Prikazane su one vrijednosti onih medijatora koji su određivani u kontrolnih ispitanika
Tablica 34. Razlike između pacijenata i kontrolne skupine u uzorcima likvora i seruma u ranoj fazi bolesti  (Mann-Whitney U test; p < 0,05)

	Medijator
	Likvor     (p vrijednost)
	Serum   (p vrijednost)

	IL-6
	0,3963
	0,0408

	IL-1β
	0,1703
	0,0721

	IL-18
	0,7732
	0,4421

	TNF-α
	0,4975
	0,0219

	NO
	0,0688
	0,0036

	PGE2
	0,0476
	n.oa

	PGI2
	0,0215
	n.o.


a n.o.- nije određeno 

Razlika je statistički značajna za: 1. Koncentracije PGE2 u likvoru između pacijenata i kontrola (p=0,0476) 2. Koncentracije PGI2  u likvoru (p=0,0215); 3. Koncentracije IL-6 u serumu (p=0,0408); 4. Koncentracije  TNF-α u serumu (p=0,0218); 5. Koncentracije NO u serumu (p=0,0036).

4. 3.  Povezanost medijatora hipoksije i stupnja hipoksično-ishemične encefalopatije (HIE) 
Najveći broj ispitanika s perinatalnom hipoksijom u prvom tjednu života imao je I. stupanj hipoksije pa Sarnat/Sarnatu (24, tj. 68,57%). Drugi stupanj je imalo devetero djece (25,71%), a treći (najteži) stupanj imalo je svega dvoje djece (5,72%). Još troje djece s trećim stupnjem hipoksije u ispitivanoj kohorti izmaklo je analizi citokina zbog tehničke nekoordiniranosti tima pa nisu ušli u studiju, ali je objektivna činjenica da su boravili na odjelu.

U tablici 35. prikazane su prosječne vrijednosti (medijani) koncentracija pojedinih medijatora hipoksije u likvoru i serumu djece u ovisnosti o stupnju HIE.

Tablica 35. Prosječne vrijednosti  (medijani) medijatora hipoksije u odnosu na stupanj HIE 
 po metodi Sarnat/Sarnat  (20) u likvoru i serumu djece s PNH (Kruskal-Wallis test, p<0,05)

	Medijatori
	I. stupanj 
	II. stupanj
	III. stupanj
	           p

	IL-1B (pg/mL)laa
	0,00
	0,02
	
	1,000

	IL-6 (pg/mL) la
	6,27
	21,22
	
	1,000

	IL-18 (pg/mL) la
	0,00
	0,00
	
	1,000

	TNFα (pg/mL)la
	18,62
	20,43
	19,52
	0,8456

	NO ((mol/ml) la 
	0,00
	0,00
	0,28
	0,2359

	PGE2 (pg/mL)la
	29,21
	31,24
	115,39
	0,4090

	PGI 2 (pg/mL)la
	177,39
	37,20
	1209,74
	0,1563

	IL-1 (pg/mL) sab
	0,29
	10,08
	
	1,000

	IL-6 (pg/mL) sa
	44,43
	5,323
	208,34
	0,0741

	IL-18 (pg/mL)sa
	111,13
	3284,20
	
	1,000

	TNFα (pg/mL)sa
	21,70
	34,86
	30,29
	0,7435

	NO((mol/mL)sa
	23,58
	26,08
	22,46
	0,8558

	PGI2 (pg/mL) sa
	675,82
	256,46
	934,51
	0,1027


a likvor, akutna faza bolesti
b serum, akutna faza bolesti
Multiplim testom korelacije (Kruskal-Wallis) nije se našla značajnija povezanost između prosječnih koncentracija pojedinih citokina i vazodilatacijskih medijatora hipoksije i stupnja HIE određenog prema metodi Sarnat/Sarnat (20), iako se primjećuju nešto više prosječne vrijednosti za pojedine medijatore u skupini djece s II. stupnjem HIE (npr. za IL-6 u likvoru, IL-1β u serumu, IL-18 u serumu, TNF-α u serumu, NO u serumu) te PGE2 u likvoru u III.stupnju hipoksije, i PGI2 u serumu u III.stupnju hipoksije. Multiplo testiranje ipak nije značajno niti za jedan pojedini medijator osim što je graničan za IL-6 u serumu. 

Ako djecu s II.i III. stupnjem HIE smatramo jednom skupinom (teža hipoksija) a djecu s I. stupnjem HIE  po Sarnatu drugom skupinom (blaža hipoksija) onda takvim testiranjem (Mann-Whitney U test) dobijemo značajnu razliku za IL-1β (p<0,0001) (rezultati nisu prikazani).

4.4 Povezanost medijatora hipoksije i neurološkog ishoda u dobi od 12 mjeseci

Neurološki ishod djece s PNH procijenjen po metodi Amiel-Tison u dobi od 12 mjeseci pokazao je da je dobar ishod imalo 12 djece (34,3%), umjereno motorno oštećenje imalo je 15 djece (42,9%), a loš ishod imalo je 8 djece (22,8%).

Od djece s lošim ishodom, dvoje je umrlo u dobi od tri dana od multiorganskog postasfiktičnog zatajenja. Četvero djece imalo je spastičnu tetraparezu, a dvoje spastičnu paraparezu. Od djece s umjerenim motornim oštećenjem, sedmero je tretirano kao hipertoni sindrom, a osmero kao distoni sindrom.

Neurološki ishod je procijenjen i u dobi od 18 mjeseci života u 29 djece (od 35 djece  iz skupine I. dvoje je umrlo, a četvero nije dolazilo na kontrole). Dobar neurološki ishod imalo je 20 djece. To znači da je 12/29 djece  imalo poboljšanje neurološkog statusa u odnosu na dob od 12 mjeseci. Umjereno motorno oštećenje imalo je troje djece, a šestero djece imalo je i dalje loš ishod u smislu cerebralne paralize. Najveći broj djece s PNH imao je pozitivnu i prenatalnu i postnatalnu anamnezu za hipoksiju (77,14%  prema  80%). Samo petina djece je  imala pozitivnu opstetričku anamnezu za hipoksičnu leziju. Ultrazvučni nalaz na mozgu zabilježen  tijekom prvog tjedna bolesti u djece s PNH prikazan je u tablici 36.

Tablica  36.  Početni ultrazvučni nalaz u djece s perinatalnom hipoksijom 

	Ultrazvučni nalaz
	Broj djece

	Edem mozga
	9

	Hipoksija-ishemija
	12

	Združeno intrakranijalno krvarenje I.st.+hipoksija-ishemija
	4

	Intrakranijalno krvarenje III.st.
	2

	Ventrikulomegalija 
	3

	Uredan nalaz
	5


Najveći broj djece imao je u  početnom  ultrazvučnom nalazu dobivenom tijekom prvog tjedna bolesti na mozgu, znake hipoksije-ishemije (34,28%), a nešto manji broj znake edema mozga. Intrakranijalno krvarenje III.stupnja zamjećeno je uglavnom krajem prvog tjedna života.  Zamjećen je i uredan ultrazvučni nalaz na mozgu u petero (14,29%) bolesnika. Niti jedno dijete iz ove skupine nije imalo krv u likvoru pri uzimanju prvih uzoraka likvora od 4-96 sati života. U tablici 37. prikazane su prosječne vrijednosti pojedinih medijatora hipoksije (u medijanima) u odnosu na neurološki ishod procijenjen metodom Amiel-Tison (15) 

Tablica  37.    Prosječne vrijednosti medijatora hipoksije (medijani) u likvoru i serumu djece s PNH u odnosu na  neurološki ishod u dobi od 12 mjeseci procijenjen po metodi  Amiel-Tison  (Kruskall Wallis test, p<0,05)

	Medijator
	Dobar ishod
	Umjereno motorno oštećenje
	Loš ishod
	              p

	IL-6

 (pg/mL) laa
	3,56
	13,70
	14,32
	0,209

	IL-1

 (pg/mL)la
	0,00
	0,00
	n.i.c
	

	TNF-α

(pg/mL)la
	17,90
	18,62
	19,52
	0,876

	NO

((mol/mL) la
	0,03
	0,000
	0,24
	0,077

	PGE2

 (pg/mL) la
	31,74
	29,19
	38,65
	0,811

	PGI2 
(pg/mL) la
	392,46
	63,76
	86,46
	0,190

	IL-1β  (pg/mL)sab
	0,50
	0,70
	n.i.
	0,857

	IL-6

 (pg/mL) sa
	24,08
	29,21
	82,03
	0,713

	IL-18

 (pg/mL)sa
	111,13
	189,35
	n.i.
	0,937

	TNF-(
 (pg/mL) sα
	20,17
	21,70
	38,51
	0,441

	NO ((mol/mL)sa
	28,45
	30,60
	17,76
	0,104

	PGI2

(pg/mL) sa
	675,82
	120,80
	497,64
	0,099


a  vrijednosti iz likvora uzete u akutnoj fazi bolesti

b  vrijednosti iz seruma uzete u akutnoj fazi bolesti

c nema ispitanika u toj skupini
Multiplim testiranjem Kruskall-Wallis testom nije nađeno značajnije povezanosti između prosječnih koncentracija (medijani) pojedinih medijatora hipoksije i neurološkog ishoda. Neznatno su više vrijednosti IL-6 i TNF-α u likvoru pacijenata sa lošim ishodom.

Primjećuju se granične vrijednosti za NO u likvoru, ali razlika nije značajna statistički.

Također se primjećuju nešto više vrijednosti  IL-6 u serumu djece s lošim neurološkim ishodom, ali bez statističke značajnosti. Slično vrijedi za IL-18 u serumu i TNF u serumu.

Više su vrijednosti PGI2  u djece s dobrim ishodom i u likvoru i serumu.

Za PGE2  se ne zamjećuje značajnijih razlika.

4.5. Medijatori hipoksije u pacijenata koji su primali deksametazon 
4.5.1 Medijatori hipoksije (NO i IL-6) u likvoru i serumu
U skupini III. (djeca s PNH koja su liječena deksametazonom) određene su vrijednosti IL-6 u akutnoj (5-96 sati) i kasnijoj (7-10 dana) fazi bolesti. Pojedinačne vrijednosti u toj skupini prikazane su u tablici 38., a odstupnja od prosječnih vrijednosti u likvoru i serumu u ranoj fazi za sve tri ispitivane skupine prikazana su na slici 8. i 9.

Tablica 38. Pojedinačne vrijednosti IL-6 u pacijenata koji su primali deksametazon u akutnoj i rekonvalescentnoj fazi bolesti 

	Bolesnici
	IL-6 (pg/mL)

	
	Likvor
	Serum

	
	Akutno
	Rekovalescentno
	Akutno
	Rekovalescentno

	1
	0,00
	0,00
	74,57
	3,24

	2
	437,77
	144,14
	1,99
	n.o.

	3
	0,00
	5,917
	44,28
	0,40

	4
	13,42
	0,00
	0,00
	12,49

	5
	6,52
	33,86
	634,56
	8,63

	6
	9,85
	0,00
	14,45
	1,70

	7
	9,88
	14,15
	0,00
	0,31

	8
	12,95
	5,17
	0,00
	n.o.

	9
	
	
	n.o.a
	0,64

	10
	0,00
	0,00
	9,32
	0,00

	11
	n.o.
	n.o.
	53,00
	n.o.

	12
	6,79
	n.o.
	20,60
	n.o.


a n.o.=nije određeno   
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Slika 8. Medijani IL-6 u likvoru u ranoj fazi u sve tri ispitivane skupine
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Slika 9. Medijani IL-6 u serumu u ranoj fazi  sve tri ispitivane skupine

NO je određen u likvoru djece  koja su liječena deksametazonom u akutnoj  ali i u  rekonvalescentnoj fazi bolesti. Pojedinačne vrijednosti za cijelu skupinu III. prikazane

su u tablici 39. 

Tablica 39 . Pojedinačne vrijednosti NO u likvoru  djece koja su primala deksametazon u akutnoj i rekonvalescentnoj fazi bolesti 
	Bolesnici
	NO ((mol/mL)

	
	Likvor

	
	Akutno
	Rekovalescentno

	1
	15,18
	14,11

	2
	18,10
	44,87

	3
	7,64
	82,27

	4
	32,81
	12,52

	5
	61,33
	102,20

	6
	6,93
	11,89

	7
	n.o.
	23,59

	8
	39,98
	n.o.

	9
	n.o.
	99,06

	10
	25,37
	10,35

	 11
	
	n.o.

	12
	81,47
	n.o.
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Slika 10. Medijani NO u likvoru sve tri skupine

Deskriptivna statistika određenih medijatora (IL-6 i NO) u skupini djece koja su liječene deksametazonom prikazana je u tablici 40., a komparacija  prosječnih vrijednosti medijatora između dvije skupine (skupina I. I skupina III) u tablici 41.

Tablica 40. Deskriptivna statistika koncentracija IL-6  u uzorcima likvora i seruma te NO-a u uzorcima likvora  u  djece liječene deksametazonom u PNH u akutnoj fazi bolesti 

	Medijatori
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	IL-6 laa
	80,71
	174,94
	6,52
	6,79
	9,87
	13,42
	437,77

	NO la
	32,09
	25,28
	6,93
	15,18
	25,37
	39,98
	81,47

	IL-6 sab
	77,53
	186,44
	0,00
	0,00
	14,45
	53,00
	634,56


a   vrijednosti u likvoru u akutnoj fazi bolesti

b   vrijednosti u serumu u akutnoj fazi bolesti

Tablica 41. Razlike u koncentracijama medijatora nađenih u  bolesnika koji su tretirani  (skupina III) i onih koji nisu tretirani (skupina I) deksametazonom (Mann-Whitney U test)

	Medijator
	Skupina I
	Skupina III
	U
	Z
	p

	IL-6 la

(pg/mL)
	N=25; 383,00
	N= 11; 113,00
	58,00
	-0,85000
	0,3963

	NO-la

((mol/mL)
	N=17; 173,00
	N=9; 

205,00
	2,00
	-4,06332
	< 0,0001

	IL-6-sa

(pg/mL)
	N=28; 786,00
	N=11; 204,00
	138,00
	 1,17902
	0,2384


Postoji značajna razlika u kocentracijama NO u likvoru u akutnoj fazi bolesti između pacijenata koji su primali i onih koji nisu primali deksametazon (p=0,0046). Koncentracije NO-a su značajno više u pacijenata sa deksametazonom u terapiji. (Mann-Whitney U test). Koncentracije IL-6 i u likvoru i u serumu djece koja su primala deksametazon su niže, ali razlika nije statistički značajna

4.5.2 Stupanj HIE u djece koja su primala deksametazon

Najveći broj djece iz skupine III. imao je II.stupanj HI (8- 66,7%). Troje djece imalo je I.stupanj HIE (25,0%), a svega jedno dijete imalo je III.stupanj HI. Dijete s najtežim (III) stupnjem HIE  umrlo je u dobi od tri dana  dana u respiracijskoj insuficijenciji koja je nastala kao posljedica aspiracije mekonija (dijete pod br. 11). Zbog teškog općeg stanja nije mu analiziran likvor. Odnos između prosječnih vrijednosti ispitivanih medijatora u akutnoj fazi bolesti i stupnja HIE prikazan je u tablici 42.

Tablica 42. Prosječne vrijednosti medijatora hipoksije i stupanj HIE u akutnoj fazi bolesti (medijani)

	Medijator hipoksije
	I stupanj
	II stupanj
	III stupanj
	p vrijednost

	IL-6 laa (pg/mL)
	6,793
	9,88
	n.i.c
	1,0000

	NO la ((mol/mL)
	25,37
	25,46
	n.i.
	1,0000

	IL-6 sab (pg/mL)
	20,60
	1,99
	53,00
	0,3725


a likvor, akutna fazi bolesti

b serum, akutna faza bolesti

c nema ispitanika u toj skupini

Kruskall-Wallis Anova testom nije nađena povezanost između stupnja HIE i prosječnih vrijednosti za medijatore hipoksije . Zamjećuje se viša vrijednost za IL-6 u serumu djece s trećim stupnjem hipoksije, ali razlika nije statistički značajna (mali uzorak)

4.5.3 Neurološki ishod djece koja su primala deksametazon i medijatori hipoksije

Neurološki ishod djece koja su liječena deksametazonom procijenjen je metodom Amiel-Tisson u dobi od 12 i 18 mjeseci. Od 12 djece iz ove skupine najveći broj (66,67%) je imao umjereno motorno oštećenje definirano kao hipertoni sindrom (dvoje djece), hipotoni sindrom (dvoje djece) i distoni sindrom (četvero djece). Loš ishod imalo je dvoje djece: jedno je umrlo odmah po rođenju (dijete 11), a jedno je imalo spastičku tetraparezu (dijete pod brojem 7).

Prosječne vrijednosti medijatora hipoksije u odnosu na neurološki ishod u dobi od 12 mjeseci prikazane su u tablici 43.

 Tablica 43. Medijatori hipoksije (medijani) i neurološki ishod djece u dobi od 12 mj (Kruskall-Wallis Anova test, p< 0,05))

	Medijatori hipoksije
	Dobar ishod

N=2
	Umjereno motorno oštećenje; N=8
	Loš ishod

N=2
	       p

	IL-6 (pg/mL) laa
	n.i.
	9,87
	n.i.c
	

	NO((mol/mL) la
	20,275
	25,46
	39,980
	0,7594

	IL-6 (pg/mL) sab
	41,94
	14,45
	26,502
	0,6322


a likvor, akutna faza

b serum, akutna faza

c nema ispitanika u toj skupini
Multiplim testiranjem unutar skupine (Kruskall-Wallis Anova) nije nađeno značajnije povezanosti između prosječnih vrijednosti medijatora hipoksije i neurološkog ishoda u djece koja su dobivala deksametazon u terapiji perinatalne hipoksije. Primjećuju se nešto više vrijednosti za NO u likvoru u skupini djece s lošim ishodom, ali razlika nije statistički značajna.

U dobi od 18 mjeseci praćeno je još desetero djece (jedno je  umrlo, a jedno se nije javljalo na kontrole). Blage poremetnje kretanja imalo je jedno dijete. Dvoje je imalo loš ishod u smislu spastičke tetrapareze (djeca  pod brojem 5 i 7). Dijete pod brojem 4 razvilo je u dobi od 8 mjeseci epilepsiju, a u dobi od pet godina osim cerebralne paralize i epilepsije ima umjereno psihičko zaostajanje. Dijete pod brojem 7 također je razvilo epilepsiju  ( u dobi od 4 mjeseca) tako da u dobi od pet godina ima cerebralnu paralizu, epilepsiju i blaže psihičko zaostajanje. 

 Najveći broj djece imao je pozitivnu prenatalnu anamnezu za hipoksiju (10/11).Za jedno dijete iz skupine anamnestički podaci nisu postojali (napušteno od majke po rođenju).

U ovoj skupini i opstetrička anamneza ima značajan udio (5/11). Početni ultrazvučni nalaz mozga  najčešće pokazuje edem mozga u djece s PNH iz skupine III.  kao početnu patomorfološku sliku (33,3%). U istom broju nalazimo i prirođenu ventrikulomegaliju. Hipoksično-ishemičnu leziju pokazivalo je na ultrazvuku 25% djece (Tablica 44).

Tablica 44. Početni ultrazvučni nalaz mozga u djece iz skupine III

	Ultrasonografski nalaz
	Broj djece

	Edem mozga
	4

	Hipoksično- ishemijsko oštećenje
	3

	1.stupanj krvarenja+hipoksija
	1

	Prirođena ventrikulomegalija
	4


4.6 Medijatori hipoksije u fazi rekonvalescencije 

Medijatori hipoksije uzimani su u rekonvalescentnoj fazi samo u pacijenata koji su primali deksametazon u terapiji. Prosječno vrijeme uzimanja uzoraka likvora u toj fazi bolesti iznosilo je 9,5±5,2 dana životne dobi, a za krv (serum) 8,8±5,9 dana. Deskriptivna statistika određivanih medijatora u rekonvalescentnoj fazi prikazana je u tablici 45., a  komparacija određivanih medijatora između uzoraka u akutnoj fazi bolesti i rekonvlescentnoj fazi bolesti prikazana je u tablici 46.  

 Tablica 45. Deskriptivna statistika medijatora hipoksije u djece iz skupine III. u fazi rekonvalescencije

	Medijatori
	Aritmetička sredina
	Standardna devijacija
	Minimum
	Prva kvartila
	Medijan
	Treća kvartila
	Maksimum

	IL6 lra
	21,62
	44,32
	0,00
	0,00
	5,54
	14,15
	144,14

	IL-6 srb
	3,92
	4,78
	0,31
	0,40
	1,70
	8,63
	12,40

	NO lr
	44,54
	39,26
	10,35
	12,52
	23,59
	82,27
	102,20


a likvor u rekonvalescentnoj fazi

b  serum u rekonvalescentnoj fazi

Tablica 46. Razlike u vrijednostima IL-6 i NO između uzoraka u akutnoj fazi bolesti (3-96 sati) i rekonvalescentnoj fazi bolesti (7-10 dana) (Wilcoxonov test zavisnih uzoraka)

	Parovi varijabli
	T
	Z
	p-vrijednost

	IL6 laa & IL-6 lrb
	5,0000
	0,674200
	0,5002

	NO la & NO lr
	8,0000
	1,014185
	0,3105


a likvor, akutna faza

b likvor, rekonvalescentna faza

Iako su zamjećene niže vrijednosti analiziranih medijatora hipoksije (IL-6 i NO) u rekonvalescentnim uzorcima nakon 7-10 dana od početka hipoksičnog inzulta, taj pad nije statistički značajan.

5. RASPRAVA

Brojna istraživanja su ukazala na utjecaj imunoinflamacijskog sustava u  biokemijskoj kaskadi koja uzrokuje hipoksično-ishemijsku ozljedu mozga (27,47,50,51).

Provedene  prije svega na životinjskim modelima, a nešto kasnije i u nekoliko humanih modela, sugeriraju da su različiti citokini, kao npr. interleukin 6 (IL-6) i tumorski faktor nekroze (TNF-α) uključeni u ishemijsku cerebralnu ozljedu (52,86-88). Budući je perinatalna hipoksija stresni događaj za cijeli organizam, osobito je zanimljivo pratiti markere hipoksije u dva tjelesna odjeljka (serum i likvor) i njihovu dinamiku. Zbog postojanja krvno-moždane barijere  koncentracija mnogih tvari u likvoru odraz je uglavnom njihove lokalne proizvodnje u mozgu, a ne njihove koncentracije u krvi (44)


U ovom istraživanju analizirana je   pojavnost pojedinih medijatora hipoksije u skupini djece s perinatalnom hipoksijom (PNH) (n=35), u kontrolnoj skupini (n=25) i u skupini djece koja su standardno kao dio rutinske neonatalne terapije hipoksije (tzv. liječenje edema) dobivala deksametazon (n=12). 
Među ispitanicima u pojedinim skupinama nema značajnih razlika u gestacijskoj dobi, rodnoj masi, spolu, ali ni u proteinima u likvoru i stanicama u likvoru. Skupine novorođenčadi s PNH  (I. i III. skupina) i kontrolna skupina razlikuju se u onim vrijednostima koje i određuju kliničke čimbenike uključivanja ili isključivanja iz analize: u Apgar indeksu u 1. i 5. minuti, u pH krvi, pCO2 i –EB. Nije bilo značajnijih razlika u pO2 stoga što su djeca s PNH bila podvrgavana umjetnom prodisavanju kisikom odmah po rođenju u rodilištu, ali i na Odsjeku za neonatologiju.


IL-6 je analiziran u likvoru i serumu djece s PNH i u kontrolnoj skupini. Iako su prosječne vrijednosti u likvoru djece s PNH više od onih u kontrolnoj skupini (21,74pg/ml prema 7,15 pg/ml), razlika nije bila statistički značajna (mali uzorak). U serumu je nađena statistički značajna razlika  u koncentracijama IL-6 između pacijenata s PNH i kontrolne skupine (p=0,0407).
Vrijeme uzimanja uzoraka nebi trebao biti razlog razlika u likvoru i serumu budući su uzorci likvora uzimani prosječno u dobi od 39,2 sata starosti novorođenčeta (medijan 26,5 sati), a  serum u dobi od prosječno 37,5 sati (medijan 27 sati) što je praktično simultano. Zna se da je vrijeme uzimanja uzoraka važan čimbenik u procjeni pojave citokina (i ostalih medijatora) jer su to molekule s vrlo kratkim vremenom poluživota. Nakon neonatalnog hipoksično-ishemičnog (HI) inzulta pojavljuju se vrlo brzo u likvoru i serumu i brzo nestaju pokrećući mrežu ostalih medijatora i molekula. Za IL-6 je otkriveno (animalni model)  da se  pojavljuje već 15 minuta nakon HI inzulta, da dostiže maksimum aktivnosti oko 6 sati nakon inzulta i da se vraća na normalne vrijednosti oko 20 sati nakon inzulta (88).



Jedno od najvažnijih pitanja koje je još predmet rasprave jest: jesu li citokini nakon ozljede, proizvedeni od stanica SŽS ili dolaze iz ostalih dijelova organizma (tj. sistemskog odjeljka)? Elegantan odgovor bi bio: ako nema razlika u proteinima likvora između pacijenata s PNH i kontrolne skupine, isključuje se eventualni bakterijski inflamacijski podražaj u proizvodnji citokina. Ostaje kao uzrok mogućih razlika u koncentraciji citokina između dva odijeljka  samo ozbiljan hipoksični podražaj (88). 


Perinatalna hipoksija pogađa uglavnom cijeli organizam, a u srednje teškim i teškim slučajevima dovodi do multiorganskog postasfiktičnog zatajenja koje hipotetički može rezultirati u snažnijem sistemskom porastu citokina (11,88,89) nego u njihovoj lokalnoj proizvodnju u SŽS. Naši rezultati ukazuju na značajniji porast IL-6 u serumu nego u likvoru pacijenata s PNH, što bi moglo odgovarati ovoj hipotezi. 


Rezultati drugih autora na humanom modelu ukazuju na značajno povišene vrijednosti IL-6 u likvoru asfiktičnog djeteta, ali bez podataka o koncentracijama u serumu djece (nije rađeno). Razlike u koncentracijama IL-6 između likvora asfiktične djece i kontrolne skupine tumače se  njegovom direktnom produkcijom u intratekalnom prostoru (70,78,79,90). Objašnjenje za visoke prosječne koncentracije IL-6 u likvoru pacijenata ovih autora možda se mogu objasniti i ranijim uzimanjem  uzoraka (prvih 24 sata nakon ozljede) što svi smatraju osobito važnim čimbenikom zbog kratkog poluživota ovog citokina. Kako je vrijeme uzimanja uzoraka zbog kliničkih razloga vrlo dvojbeno (nestabilna teško bolesna djeca), ostaje zaključak da je ova naša „slabost studije“ etički obranjiva.


Povišene vrijednosti IL-6 nađene su u serumu odraslih osoba nakon cerebralnog inzulta, ali su ovdje vrijednosti IL-6 bile više u likvoru nego u serumu (91). Nelson i sur. ne nalaze povezanosti između serumskih koncentracija pojedinih citokina (od IL-1 do IL-13, TNF-α i TGF-β) i kasnije pojave cerebralne paralize u prematurne novorođenčadi (mlađi od 32 tjedna), dok u likvoru navedeni citokini u ovoj studiji nisu određivani  (92). 


U ovom istraživanju IL-6 je analiziran u odnosu na stupanj HIE po metodi Sarnat/Sarnat koju su primjenjivali svi autori analize citokina na modelu djeteta s asfiksijom (78-80,93). Naša skupina djece s PNH u kojih je određivan IL-6 u likvoru imali su većinom  stupanj I. i II. HIE, što je posljednjih godina i najčešća pojava. Ovo je uglavnom rezultat poboljšane prenatalne i porodničke skrbi u našoj ustanovi unatrag posljednjih godina. U djece sa  stupnjem III. HIE, nije rađen IL-6 (to su bila klinički nestabilna djeca pa likvor nije uziman u ovoj fazi bolesti). Prosječne koncentracije IL-6 u skupini sa stupnjem II. HIE bile su više od onih u djece sa stupnjem I. HIE (21,218 pg/mL prema 6,273 pg/mL-tablica 35.), ali razlike nisu statistički značajne. Donekle slične rezultate novodi Martin-Ancel i sur. (93) koji su našli značajno više vrijednosti IL-6 u likvoru djece sa stupnjem III. HIE i  loš neurološki ishod u dobi od 3 mj., a u djece sa stupnjem I. i II.  IL-6 je bio gotovo nemjerljiv. Vidljiva razlika između koncentracija IL-6 u likvoru u stupnju I i II. HIE u našim pokusima zaslužuje kliničku pozornost, ali proizlazi jasna potreba za daljnjim istraživanjima na vaćem broju uzoraka u humanom modelu. Taj zaključak podržava nalaz viših koncentracij IL-6 u serumu  djece s III.st. HIE (208,344 pg/mL) u odnosu na djecu s I.stupnjem HIE (44,431 pg/mL)  ili u odnosu na djecu s II. stupnjem HIE (5,323 pg/mL)  (p=0,074) ( tablica 35.).


Uzročna povezanost ozljede mozga i koncentracije IL-6 u likvoru najbolje se očituje usporedbom prosječnih koncentracija citokina i neurološkog ishoda. Većina autora smatra dob od 12 ili 18 mj. dosta dobrom za procjenu neurološkog ishoda (78,80,93,94). U našoj analizi nije nađena značajnija povezanost između povišenih vrijednosti IL-6 u likvoru i lošeg neurološkog ishoda u dobi od 12 mj., iako su prosječne vrijednosti u skupini s lošim ishodom (cerebralna paraliza) bile nešto više od onih u skupini djece s dobrim ishodom (14,319 pg/ml prema 3,56 pg/ml) (Tablica 37.). IL-6 u serumu djece s lošim ishodom također je bio viši (82,03 pg/mL) od vrijednosti u djece s dobrim neurološkim ishodom (24,08 pg/mL), ali razlika nije statistički signifikantna. Ima malo jednoznačnih  studija s praćenjem neurološkog razvoja koje bi omogućile određivanje precizne uloge IL-6 kao neurotropnog citokina sa štetnim djelovanjem na mozak (78,80,90,93,94). Nedavna studija Aly-ja i sur. (94)  također ne nalazi znakovitiju povezanost IL-6 i lošeg neurološkog ishoda, dok to nalazi za IL-1β .


Štoviše, ima podataka da IL-6 kao multifunkcionalni citokin može biti i dio mehanizma oporavka nakon ishemijske ozljede (72,88). Naime, pokazalo se da IL-6   inducira astrocitnu proliferaciju, aktivira i proizvodi neuronalni faktor rasta (NGF), inhibira demijelinizaciju i spriječava neuronsko oštećenje NMDA što ukazuje na njegovo  neurotropno i neuroprotektivno djelovanje. Tome u prilog govori i nalaz poticajnog djelovanja IL-6 na procese regeneracije jetrenih stanica nakon toksičnog oštećenja jetre (95)

           IL-1β je analiziran u likvoru 11 djece i u serumu 8 djece s PNH u akutnoj fazi bolesti. U likvoru su vrijednosti bile uglavnom nemjerljive, a u serumu nešto više (0,503 pg/mL). U likvoru i serumu djece kontrolne skupine vrijednosti IL-1β su podjednako niske. Zamjetljiva razlika između koncentracija u serumu djece s PNH i kontrolne skupine (p=0,064) ne može se zbog vrlo niskih vrijednosti te nešto pozitivnih vrijednosti nađenih u obje skupine  smatrati niti klinički značajnom. 

Literarni podaci ukazuju na to da IL-1β (slično TNF-α) mogu sintetizirati i proizvoditi nekoliko vrsti stanica SŽS uključujući neurone, mikrogliju i astrocite (96). IL-1β i TNF-α imaju snažnu proupalnu aktivnost i potencijal za moduliranje staničnog rasta. Biološki učinak ovih citokina je takav da može utjecati na progresiju ozljede, ali  i na regulaciju cijeljenja ishemične ozljede, a to uključuje stimulaciju sinteze drugih citokina i solubilnih medijatora ozljede npr., leukocitna infiltracija, glijalna genska ekspresija, stimulacija lokalne sinteze tropičnih faktora. U ozlijeđenom dijelu mozga pojačana je značajno ekspresija mRNA za IL-1β koja doseže vrhunac 4 sata nakon inzulta i vraća se na normalu 24 sata nakon HI inzulta (96).

U modelu perinatalne HI značajan je dokaz da endogene ekscitacijske aminokiseline igraju ključnu ulogu u progresiji neuronske ozljede. Naime, izgleda da hiperaktivacija NMDA receptora pokreće mehanizam IL1β mRNA transkripcije  (87). Također je dokazano da se sa farmakološkim antagonistom (IL-1 receptor antagonist) smanjuje cerebralna ishemijska ozljeda (87,96,97). Potencijalne ciljne stanice za citokine nakon HI ozljede u mozgu su astrociti, mikroglija, endotelne stanice i neuroni. Direktna intracerebralna injekcija IL-1β in vivo potiče gliozu (i neovaskularizaciju). In vitro je dokazano djelovanje IL-1β na  sintezu NO sintaze (NOS) u astrocitima. IL-1β i TNF-α mogu stimulirati mikrogliju na sintezu drugih citokina koji ublažavaju odgovor na ozljedu. IL-1β  može imati i direktan utjecaj na neuronsku transmisiju. Kumulativni utjecaj navedenih pleiotropnih citokinskih učinaka može ovisiti o širkoj lepezi interaktivnih čimbenika u ranoj fazi oporavka nakon ozljede mozga (97).

S obzirom da su vrijednosti IL-1β jedva bile detektibilne u likvoru, teško je zaključivati ovdje o značajnijoj povezanosti ovog citokina i stupnja HIE. Ipak su zamjećene diskretno više vrijednosti u likvoru djece s drugim stupnjem HIE, dok  u djece s III. st. HIE nije analiziran. Također nije nađena značajnija povezanost IL-1β u likvoru i neurološkog ishoda u dobi od 12 mjeseci  zbog općenito niskih i nemjerljivih vrijednosti. U serumu su nađene znatno više vrijednosti ovog citokina u djece s II.st. HIE za razliku od onih s I.st. HIE (10,076 pg/mL prema 0,2905 pg/mL), no razlika nije bila statistički značajna, najvjerojatnije  zbog malog uzorka. Zamjećeno je da  su djeca s umjerenim motornim oštećenjem imala više vrijednosti ovog citokina u serumu od djece s dobrim ishodom (0,702 pg/mL prema 0,503 pg/mL).

Savman i sur. (78) također nisu našli statistički značajnu razinu IL-1β u likvoru asfiktične djece u odnosu na kontrolnu skupinu. U istom istraživanju IL-1β je bio detektibilan u svega četvero od 20 djece s PNH, i to u onih s lošim ishodom. Budući IL-1β djeluje apokrino (lokalno), izgleda da je detekcija ovog citokina u likvoru moguća samo pri pretjeranoj proizvodnji. Aly i sur. (94) nalaze međutim, signifikantno više vrijednosti IL-1β u likvoru novorođenčadi s HIE u usporedbi s kontrolama. Čak navode da je IL-1β imao najviši omjer likvor/serum od tri ispitivana citokina (IL-6, IL-1β i TNF-α) što upućuje na njegovu značajnu lokalnu proizvodnju u mozgu nakon inicijalne hipoksične ozljede. Važan podatak pri tomu je da su svi uzorci uzimani u prvih 24 sata života (94).

Fotopoulos i sur.(70) i Foster-Barber i sur.(90) su našli povišene vrijednosti IL-1β u serumu djece s perinatalnom hipoksijom, ali bez istovremenih mjerenja tog citokina u likvoru. Neujednačenost metodologije istraživanja citokina dovela je do pokretanja BMRI (Birth Asphyxia-Magnetic Resonance Injury) projekta kojim bi se ujednačenije korelirala pojava citokina u serumu s patološkim nalazom na mozgu pomoću magnetske spektroskopije (70,90).

TNF-α  je dokazan u likvoru 15 djece s PNH i u serumu 16 djece s PNH. Međutim u kontrolnoj skupini određen je u svega tri uzorka likvora i pet uzoraka seruma. Razlika između bolesnika i kontrolne skupine za vrijednosti TNF-α u likvoru nije značajna,  ali je razlika u koncentracijama u serumu značajna  (p=0,023).
Nalazi drugih istraživanja za ovaj citokin su različiti. Savman i sur. (78) ne nalaze razlike za TNF-α u likvoru bolesnika s PNH od kontrolne skupine, dok Silveira i sur. (79) nalaze u istim uzorcima značajno više vrijednosti u bolesnika s PNH nego u kontrolnoj skupini. Aly i sur. (94) također nalaze signifikantno više vrijednosti u likvoru bolesnika s PNH nego u kontrolnoj skupini. Foster-Barber i sur. (90) nalaze više vrijednosti u serumu bolesne djece nego u serumu zdrave djece. Fotopoulos i sur. (70) nisu našli razlike u koncentracijama TNF-α u istih ispitanika. Nelson i sur. (77) također ne nalaze značajnije povećanje koncentracije TNF-α u krvi novorođenčadi ispod 32 tjedna gestacije koja su kasnije razvila cerebralnu klijenut.

Naša analiza nije pokazala povezanost između prosječnih koncentracija ovog citokina u likvoru i serumu i stupnja HIE. Prosječne vrijednosti u likvoru bile su gotovo podjednake u sva tri stupnja HIE.Vrijednosti u serumu bile su najviše u skupini djece s II.stupnjem HIE. U skupini djece s III.st. HIE bile su više od onih u djece s I.st.HIE no, ove razlike nisu bile statistički značajne.

Oygur i sur. (80) nalaze više vrijednosti TNF-α u likvoru djece s lošim ishodom u odnosu na one s dobrim ishodom, ali vrijednosti nisu uspoređivane s kontrolnom skupinom. U serumu nisu našli razlike u koncentracijama između onih koji su imali dobar ishod i onih koji su imali loš ishod u dobi od 12 mjeseci. Autori navode da su vrijednosti TNF-α i IL-1β u likvoru bile više ako su uzorci uzimani unutar šest sati od hipoksično-ishemičnog inzulta, nego ako su uzimani nakon šest sati.

Naše istraživanje nije pokazalo značajniju korelaciju između vrijednosti ovog citokina i neurološkog ishoda u dobi od 12 mjeseci. U likvoru su vrijednosti u sve tri skupine bile podjednake. Međutim, u serumu djece s lošim ishodom bile su više  (38,509 pg/mL) od onih u djece s dobrim ishodom (20,169 pg/mL) no razlike nisu značajne.

Iako je uloga TNF-α u hipoksično-ishemičnoj ozljedi mozga dokazana na animalnim modelima (87,89,99,100) i na humanom modelu (78,79,80), njegova potencijalna neurotoksičnost ili neuroprotektivnost nije detaljno upoznata. Sve je više dokaza da „količina stresa“, duljina njegova trajanja, maturitet mozga, intaktnost cijelog orkestra bioaktivnih molekula i receptora igra ulogu u pojavi ovog, ali i ostalih citokina sličnih njegovim svojstvima (101,102,103). Proinflamacijski citokini se luče već 15 minuta nakon akutne snažne traume u mozgu (103). To je praćeno migracijom upalnih stanica u ozlijeđeno tkivo, a za to je potrebno više sati. Nađeno je  da se citokinska transkripcija odvija 3-12 sati nakon kortikalne lezije (103). Aktivirana mikroglija se nađe već unutar jednog sata od ozljede Infilitracija mononuklearnih stanica postaje značajna tek 48 sati nakon ozljede. TNF-α i IL-1 su dva glavna citokina koja su nađena unutar paremnhimske mikroglije na mjestu lezije. Iako imaju mnogo preklapajućih aktivnosti, postoje razlike u njihovom djelovanju u mozgu nakon moždane ozljede. Dok je IL-1 bitan u povećanju proizvodnje neurotropnih čimbenika od strane astrocita, TNF djeluje na mikrogliju na autokrini i parakrini način. Mikroglijalna aktivnosti inducirana s TNF-α može biti štetna za mozak potičući apoptozu oligodendrocita i prevenirajući remijelinizaciju (103,104). No ima podataka o ulozi TNF kao čimbenika ublažavanja ozljede mozga u različitim patološkim situacijama (101).

Izgleda da ova dualna uloga TNF-α (demijelinizacija-remijelinizacija) ovisi dijelom o vrsti podražaja TNF receptora (TNFR1 i TNFR2) (104). Allan i sur. (105) objašnjavaju ovu dvostruku ulogu TNF-α bifazičnim djelovanjem: „TNF-α može dovesti do rane neuronske ozljede, ali kasnije dovodi do boljeg oporavka“. To se pokazalo u pokusima na miševima koji su imali deleciju gena za TNF-α; ti su miševi imali brzi inicijalni oporavak (1-2 dana nakon hipoksične ozljede), ali su kasnije pokazivali veću neurološku disfunkciju (nakon 2-4 tjedna) (105).

 Levy i sur. zaključuju da visoka razina adenozina u plazmi novorođenčeta (endogeni purinski metabolit s imunomodulacijskim sposobnostima) može inhibirati TNF-α za vrijeme perinatalnog razdoblja i na taj način modulirati prirođeni i stečeni imuni odgovor (106). Ipak pojava i uloga TNF-α kao važnog proupalnog citokina i dalje ostaje otvoreno pitanje u slučaju hipoksično-ishemičnih oštećenja.

IL-18 je proupalni i imunopoticajni citokin. Do sada ne nalazimo podataka o njegovoj procjeni u hipoksično-ishemijskoj ozljedi mozga (niti djece niti odraslih). U našoj analizi određen je u akutnoj fazi bolesti u likvoru i serumu 12 djece s PNH. U likvoru su njegove vrijednosti bile nemjerljive u gotovo svim uzorcima, međutim u serumu, izuzevši u dvoje djece, u svim ostalim uzorcima koncentracije ovog citokina bile su  mjerljive. Razlike između bolesnika i kontrolne skupine nije bilo u likvoru, međutim, u serumu su zamjećene više koncentracije IL-18 u djece s PNH nego kontrolne skupine. Ta razlika nije bila statistički značajna.

Nije primjećena povezanost koncentracija IL-18 u likvoru i stupnja hipoksije. Klinički je zanimljiv rezultat dobiven iz seruma gdje se nalaze više vrijednosti IL-18 u djece s II.stupnjem HIE od onih u djece s I. st.HIE (3284,203 pg/mL prema 111,13 pg/mL). Razlika nije statistički značajna vjerojatno zbog malog uzorka. Zbog nemjerljivosti u likvoru, IL-18 nije koreliran s neurološkim ishodom. U serumu se zamjećuje da djeca s dobrim neurološkim ishodom imaju niže vrijednosti od djece s umjerenim motornim oštećenjem.

Budući u dostupnoj literaturi ne nalazimo komparabilnih podataka o IL-18  u novorođenačkoj hipoksiji, možemo zaključiti da je ovo istraživanje pokazalo uglavnom nemjerljive koncentracije IL-18 u likvoru. Dijete u kojeg su izmjereni  tragovi ovog citokina u likvoru (br.21: 2,736 pg/mL) bilo je 33 tjedna gestacije, rodne mase 2200 g, Apgar indeksa 5/6 i nije se značajnije razlikovalo od ostalih ispitanika s PNH (CRP=0,0 mg/L)

U djece s PNH u serumu su nađene mjerljive koncentracije IL-18, znatno više od onih u kontrolnoj skupini što može biti polazište za nova istraživanja ovog citokina u serumu djece s ovim ili sličnim patološkim stanjima. Poznato je da IL-18 potiče lučenje TNF-α, faktor rasta granulocitno-monocitnih kolinija (engl. GM-CSF), IFN-γ, aktivira NK (engl. natural killer) stanice, potiče tzv. tip 1 imunoreakcije i povećava izražavanje adhezivnih molekula. Stoga ga danas manje svrstavaju u proupalne citokine. Organizam luči tzv. IL-18 vezujući protein ( engl. IL-18 binding protein) koji neutralizira njegovo djelovanje (107). Međutim činjenica da se luči u stanicama SŽS činila ga je dijelom ove studije.

U analizi pojavnosti IL-18 vidljiva je razlika između njegove pojavnosti u serumu djece s PNH i nemjerljivosti u SŽS (likvor). U razjašnjenju „citokinske paradigme“ važno je znati da je razumijevanje njihove lokalizacije, ekspresije, odgovora na vrstu i količinu stresa, postojanje razlika u receptorima između SŽS i ostalih tkiva, put kojim kreće suvremena eksperimentalna i klinička imunologija (101) i na tom putu treba tražiti objašnjenje za razlike u pojavnosti IL-18 na „periferiji“, ali ne i u SŽS.  

NO. Vrlo male, submikromolarne koncentracije NO-a nađene su u normalnoj plazmi i tkivu, a povećane koncentracije u patološkim stanjima (64,65,66). Složeni mehanizam perinatalne ozljede  mozga moguće uključuje tako i veću produkciju NO. Studije na animalnim modelima pokazuju da aktivnost NO sintaze (NOS) raste u mozgu kako raste i gestacija (66,108). U tim modelima je  nađeno da su više vrijednosti NOS u odraslih jedinki  nego u novorođenčadi. To je dovelo do spekulacije da više vrijednosti NO-a čine odrasle senzitivnijim na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu mozga (65). 

Naša analiza je pokazala gotovo nemjerljive vrijednosti NO u likvoru novorođenčadi s PNH (srednja vrijednost 0,869 µmol/mL; medijan 0,000). U kontrolnoj skupini su nađene nešto  više vrijednosti NO u likvoru ( medijan 2,265 µmol/mL), koje su  više od onih u bolesnika, i za koje ne nalazimo objašnjenje. Međutim, u obje skupine je zapravo riječ o vrlo niskim koncentracijama NO u likvoru. Uzmemo li u obzir kratko poluvrijeme života ovih malih molekula (poluvrijeme života 1µmol NO je aproksimativno 11 minuta) (65), njegovu sklonost vezanju za hemoglobin, možemo samo spekulirati o razlozima „ne nalaženja NO u likvoru“, a pojavnosti u serumu djece s PNH u onom vremenskom razdoblju u kojem smo određivali medijatore hipoksije (5-96 sati nakon asfiksije)(65).
 U serumu novorođenčadi su nađene značajno više vrijednosti NO-a u djece s PNH nego u u kontrolnoj skupini (p=0,0035), što je u skladu sa zapažanjima da se NO pojavljuje u povećanim koncentracijama u stanjima nakon hipoksično-ishemične ozljede (66).

Glede povezanosti NO-a u likvoru i stupnja HIE, djeca s I. i II. st. HIE imala su nemjerljive koncentracije NO-a u likvoru, a djeca s III.st. HIE nešto više vrijednosti  no one nisu značajno različite.  Također, koncentracije  NO-a u serumu,  iako relativno visoke, gotovo se ne razlikuju glede stupnja HIE. U sličnoj studiji Ergenekon i sur. (109)  nalaze značajno više vrijednosti NO-a u djece s II. i III. st. HIE u likvoru. U serumu,  iako više u djece s II. i III. st. HIE od onih u djece s I. st. HIE, koncentracije nisu  statistički značajno različite (109). 

Također nije zamjećena značajnija korelacija između vrijednosti NO-a u likvoru ili u serumu s neurološkim ishodom u dobi od 12 mjeseci.

Do studije Ergenekona i sur. (109) nije postojalo istraživanje o vrijednostima koncentracija  NO-a u humanog novorođenčeta s PNH. Stoga je teško iz naše analize (mala populacija) izvoditi zaključke o ulozi NO-a u perinatalnoj ozljedi mozga. Slično ograničenje glede veličine ispitivane populacije vrijedi i za gore spomenutu studiju u kojoj su Ergenekon i sur. ispitivali 17 novorođenčadi s PNH, a nisu imali  kontrolnu skupinu. 


Analizirane su vrijednosti koncentracija NO-a u oboljelih od različitih neuroloških bolesti (nrp.Huntingtonova bolest, Alzheimerova bolest, amiotrofična lateralna skleroza) i nije nađen značajniji porast ovog medijatora u likvoru. S druge strane, povišene vrijednosti NO-a u likvoru i serumu oboljelih od multiple skleroze povezuju se sa ulogom NO-a u imunopatogenezi ove bolesti, a  koji bi mogao biti medijator  imunoinflamacijske promjene krvno-moždane barijere i njene trajne disfunkcije (110). No valja istaći da još uvijek nema sasvim jasnih dokaza o inducirnom lučenju NO-a iz proupalnih stanica u ljudi, a time i o njegovom djelovanju u upali.


Povišene vrijednosti NO-a u serumu opisane su uglavnom u novorođenčadi i djece  u kritično teškim situacijama (sepsa, šok) (111,112). Likvorske vrijednosti NO-a u djece s bakterijskim meningitisom  bile su značajno više nego u kontrolnoj skupini (114).



Pri procjeni uloge NO-a važno je razumjeti gdje i kada se NO proizvodi  (za vrijeme i nakon inzulta). Moguće je da je  proizvodnja  NO-a i neurotoksična i neuroprotektivna, ovisno o mjestu i vremenu proizvodnje. Neuronska NO sintaza (n-NOS) u ranoj fazi i inducibilna NO sintaza (i-ONS) u kasnoj fazi ishemije imaju neurotoksični učinak, dok e-NOS (endotelna) koja raste krajem rane faze ishemije je neuroprotektivna jer  poboljšava i održava cerebralni protok (64,65,115).


U ovom istraživanju je prvi puta istpitivan NO u PNH i neurološki ishod u dobi od 12 mjeseci tako da nema komparabilnih literaturnih podataka. Dosadašnje studije na animalnim modelima daju samo polazište za preispitivanje uloge NO-a u perinatalnoj ozljedi mozga. Rezultati o ulozi NO-a u ishemijsko/reperfuzijskoj (I/R) ozljedi mozga su kontroverzni. 

Kuluz i sur. (116)  su pokazali da inhibicija NOS povećava motorni deficit, veličinu infarkta i smanjuje ukupnu tjelesnu težinu  nakon fokalnog ishemičnog infarkta u miševa. Nowicki i Dawson sa suradnicima (117,118)  dokazuju da inhibicija endogenog NO nije uopće niti pogodila niti smanjila veličinu postishemijskog infarkta u miševa. Budući da su dosadašnji rezultati na animalnim modelima izvedeni, bilo u kratkom vremenskom razdoblju nakon ozljede, ili u dužem  razdoblju oporavka od ishemije, dihotomni, očito je da  vrijeme nije bitna varijabla za tako različite stavove o ulozi NO u ishemiji/reperfuziji (64). Čini se da su   potrebna istraživanja s mnogo selektivnijim inhibitorima NOS ili s miševima u kojima su mutirani ili odstranjeni relevantni geni za NOS. „Pa i tada će vjerojatno trebati dosta vremena za razumjeti ulogu NO u cerebralnoj I/R“ (64).

PGE2. Prostanoidi se značajno proizvode u cijelom perinatalnom razdoblju. Mnoštvo je studija koje to potvrđuju (119,120,121,122). Igraju ulogu u prilagodbi krvnih žila na promjene perfuzijskog tlaka, na promjene pCO2 i pO2, te u  mnogim drugim funkcija (119).

PGE2 je važan vazodilatator čija fiziološka  uloga nije dovoljno razjašnjena.. Nađen je i u mozgu i u krvi novorođenčeta. Vazomotorni odgovor  PGE2 se najviše očituje u stanjima asfiksije, ishemije, hiperkapnije, hipotenzije te u sistemskoj i pulmonalnoj hipertenziji. Aktivnost PGE2 ovisi o vrsti tkiva u kojem djeluje jer  je ovisna o vrsti receptora (postoje višestruke receptorske podvrste s različitim signalnim provodnim putevima koji se često ekspirimiraju u isto vrijeme (122). PGE2  u novorođenčeta doprinosi smanjenju otpora krvnih žila u mozgu i retini. Naročito je važan u odgovoru na akutni porast sistemskog tlaka (123,124).   
U našem istraživanju  određivan je PGE2 i ( PGI2) samo u likvoru djece s PNH i u likvoru kontrolne skupine ispitanika ( u serumu nije određivan). Dobivene su značajno više vrijednosti PGE2  u likvoru djece s PNH (p=0,047) nego u likvoru kontrolne skupine. Slične rezultate s porastom vrijednosti PGE2 (i PGI2) u likvoru  djece s HIE navodi Vilanova  i sur. (125), a Reznichenko i sur. (126) to isto pokazuju  za PGE2 u serumu bolesnika s različitim stupnjevima hipoksije. Nadalje, naši rezultati pokazuju da su koncentracije PGE2  u likvoru djece s trećim stupnjem hipoksije bile više od onih u djece s prvim stupnjem HIE (115,387 pg/ml prema 29,214 pg/ml), premda razlika nema statistički značajna. Vrijednosti PGE2 u likvoru i neurološki ishod  međutim ne pokazuju neke značajnije korelacije koja bi mogla objašnjavati njegovo toksično ili protektivno djelovanje. Nešto više vrijednosti PGE2 u djece s lošim neurološki ishodom, ali bez statističkog uporišta ne dozvoljavaju jasan zaključak. Istraživanje Pourcyrous i sur. (127) na animalnom modelu je pokazalo da se nakon laboratorijski potaknute asfiksije u likvoru pojavljuju vazodilatacijski prostaglandini (PGE2 i PGI2) i to slijedećom dinamikom: za vrijeme asfiksije likvorske vrijednosti PGE2 se nisu povećavale, dok su se vrijednosti PGI2 umjereno povećavale. Za vrijeme reventilacije (nakon asfiksije) likvorske vrijednosti PGE2 i PGI2 su se značajno povećale (2, odnosno 4 puta). U sličnom eksperimentu Allen i sur. (128) nalaze povišene vrijednosti PGE2  za vrijeme asfiksije, ali ne i PGI2. Nakon reanimacije više su se mijenjale moždane vrijednosti PGI2 od vrijednosti PGE2 (127).

Neka istraživanja pokazuju da je PGE2 odgovor na prolongiranu hipoksiju za razliku od PGI2  koji se promptno luči u odgovoru na akutnu hiperkapniju, hipotenziju i ishemiju (119). PGE2 ostvaruje tu svoju ulogu također i indirektno poticanjem endotelne NOS što je naročito izraženo u mikrovaskulaturi novorođenčeta (129).

  
Budući se animalni  eksperimenti razlikuju od stvarnih patoloških situacija, upitna je ekstrapolacija rezultata sa animalnih modela  na uvjete humane patologije sa svom složenošću novorođenačke patofiziologije, ali i s dodatnim utjecajima koji nastaju u opstetricijskim ili neonatološkim reanimacijskim uvjetima. Postoji i dalje potreba za sličnim studijama na novorođenačkoj pupulaciji i za ujednačavanjem metodologija istraživanja.

PGI2  je određivan i u likvoru i u serumu djece s PNH, te u kontrolnoj skupini. 

U serumu su bile  više vrijednosti PGI2, nego u likvoru (603,187 pg/ml prema 86,018 pg/ml) u djece s PNH. Stoga se može zaključiti da je njegova produkcija u te djece bila veća u sistemskom odjeljku nego u SŽS. Objašnjenje te pojave je teško, ali je moguće u svjetlu podataka iz eksperimenata na životinjama gdje je ispitivana dinamika pojave prostanoida za vrijeme fizioloških fetalnih uvjeta, poroda i postnatalnog života (130). U pokusu Jonesa i sur. (131) eikosanoidi su   pokazivali izrazitu dinamiku tijekom poroda i u prvih 24 sata života, pokazujući tendenciju izrazitog pada u fiziološkim uvjetima nakon 24 sata na vrijednosti niže nego u fetalnom razdoblju. Vrijednosti u likvoru bile su slične vrijednostima u serumu (126).  U uvjetima stresa, tj. asfiksije i eventualnog prodisavanja, rastu ponovo vrijednosti PGE2 i PGI2 (PGI2 više nego PGE2). Rezultati se teško interpretiraju u svjetlu funkcije cerebralne cirkulacije. Prostanoidi su locirani esktracelularno, a nisu pohranjeni u stanicama. Cijeli mozak dominantno sadrži celularni odjeljak (citoplazmu), i teško je reći jeli likvorska razina prostanoida odraz kompletne cerebralne produkcije ili je samo odraz cirkulacijsko-žilnih promjena. Budući je sistemski odjeljak u boljoj komunikaciji s ekstracelularnim prostorom možda on bolje odražava ove brze promjene prostanoida u cirkulaciji nego što je to vidljivo u SŽS (127).


U našem istraživanju  nađene su značajno više vrijednosti PGI2 u likvoru djece s PNH nego u likvoru kontrolne skupine (p=0,0215). Ovaj rezultat je u skladu sa sličnim rezultatom Vilanove. i sur. (125) i  Reznichenka i sur. (126)  koji također nalaze više vrijednosti ovog prostanoida u likvoru asfiktične djece nego u kontrolnoj skupini.


Usporedba ovih vrijednosti PGI2  glede stupnja HIE pokazala je nekoliko obrazaca: 1. PGI2 u djece s I. st. HIE bio je viši od onog u djece s 2.st. HIE (177,387 pg/ml prema 37,197 pg/ml); 2. PGI2  u djece s III. st. HIE bio je u likvoru izrazito visok (1209,736 pg/ml). Nije bilo statističke značajnosti u ovoj komparaciji prostanoida i stupnja HIE. U jednoj sličnoj studiji nalazi se značajno viša koncentraciju PGI2  u skupini djece s umjerenom i teškom HIE za razliku od blage HIE (126). I u našoj analizi su najviše vrijednosti zabilježene u djece s III.st. HIE, čak 6,6 puta više od onih u djece s I.st. HIE. Stoga se ovaj rezultat  može objasniti u skladu s nalazima drugih autora, produkcijom ovog prostanoida u odnosu na jačinu stresa. 


PGI2 u serumu je imao sličan obrazac kao u likvoru: Najviše vrijednosti su imala djeca s dobrim ishodom (675,822 pg/ml), nešto manje djeca s II.st. HIE (256,456 pg/ml), a najviše vrijednosti u serumu su imala djeca s III.st. HIE (934,509 pg/ml). 


Neurološko praćenje je pokazalo da su djeca s dobrim ishodom imala najviše vrijednosti PGI2 i u likvoru i u serumu (392,457 pg/ml odnosno 675,822 pg/ml). Iako ta razlika nije statistički vjerodostojna (mali uzorak), ona je klinički zanimljiva. To bi značilo da su djeca s akutno povišenim vrijednostima ovog prostanoida imala bolji ishod u dobi od 12 mjeseci od onih s nižim vrijednostima i koji su imali umjereno motorno oštećenje. Treba ipak naglasiti  da su djeca s lošim ishodom imala samo nešto niže vrijednosti PGI2 od onih iz prve skupine. Liu  i sur. (131) dobili su drugačije rezultate: oni nalaze više vrijednosti PGI2 u likvoru djece s lošim neurološkim ishodom i zaključuju da je PGI2 (uz TXA 2 i cAMP) senzitivan marker ozbiljnosti moždane ozljede u ranoj fazi i da može biti dobar pretkazatelj budućeg neurološkog razvoja.

Ovakvi na prvi pogled kontroverzni podaci mogli bi se možda objasniti  rezultatima. Renkawek i sur. (131) dobivenim u pokusu sa živčanim stanicama in vitro gdje  nalaze da PGI2 ima direktno citoprotektivno djelovanje na živčano tkivo in vitro, uglavnom reducirajući stanično oticanje i acidozu ( 131). Cazevieille i  sur. (132) nalaze da PGI2  može igrati i neurotoksičnu i neuroprotektivnu ulogu. U njihovom eksperimentu na kulturi neuronskih stanica miša nađeno je da PGI2  inhibira oslobađanje laktat-dehidrogenaze (markera celularnog oštećenja) i direktno štiti neurone od hipoksije/reoksigenacije i  ozljede inducirane glutamatom (132). Ova direktna zaštitna uloga prostaciklina izvan je njegovog vaskularnog djelovanja, i možda to može biti osnova objašnjenja njegovog pozitivnog dugotrajnog učinka nakon ishemijske ozljede.   


Sažimajući ove rezultate analize proupalnih citokina, NO-a i vazoditalacijskih amina u perinatalnoj hipoksiji, možemo zaključiti da su statistički značajne razlike između uzoraka djece s PNH i kontrolne skupine nađene za IL-6 u serumu (p=0,0408), TNF-α u serumu (p=0,0218), za NO u likvoru (p=0,0393) i serumu (p=0,0035), za PGE2 u likvoru (p=0,0476) i PGI2 u likvoru (p=0,0215). Budući da je literatura o ovim  medijatorima hipoksije u novorođenačkoj dobi oskudna, ovo može poslužiti kao temelj daljnjih nužnih istraživanja  ovog  važnog neonatološkog kliničkog problema, ali na većem broju ispitanika i u vremenski kontroliranim uvjetima.

Pri usporedbi  prosječnih vrijednosti medijatora hipoksije i stupnja HIE nije nađena značajnija povezanost između prosječnih vrijednosti i stupnja hipoksije. Primjećuju se međutim, više vrijednosti za IL-6 u likvoru djece s II.st. HIE, IL-18 u serumu, TNF-α u serumu i NO u serumu, PGE2 u likvoru i serumu djece s III.st. HIE i PGI2 u serumu djece s III.st. HIE. Multiplim testiranjem unutar skupine (Kruskall-Wallis test) nije nađena statistička značajnost iako je granična za IL-6 u krvi (p=0,074) gdje su nađene više vrijednosti IL-6 u djece s III.st. HIE.

Nekoliko  je sličnih studija za komparaciju vrijednosti medijatora hipoksije i stupnja HIE (78,79,80,92,109,122,125). Kao što je navedeno,  medijatori hipoksije su male molekule koje imaju kratko poluvrijeme života i vrijeme uzimanja uzorka nakon ishemične ozljede vjerojatno je vrlo važan čimbenik. U citiranim istraživanjima faktor vremena je značajno varirao pa su i dobiveni rezultati neujednačeni. Stoga je  svaki pokušaj izvođenja čvrstih zaključaka glede povezanosti povišenih koncentracija ovih molekula i akutnog stupnja hipoksične ozljede mozga i cijelog organskog sustava podložan raspravi.

Na pitanje koje je još veliki izazov istraživačima „jesu li medijatori hipoksije proizvedini lokalno u mozgu ili dolaze iz sistemskog odjeljka“, naša analiza je pokazala da novorođenče na hipoksični inzult reagira najvjerojatnije  „cijelim tijelom“ i da je produkcija medijatora snažnija u sistemskom odjeljku nego u SŽS. Komparativna analiza medijatora i u likvoru i u serumu je vrlo oskudna. Liu  i sur.(131) nalaze slične vrijednosti prostanoida i u likvoru i u serumu hipoksične novorođenčadi. Ergenekon i sur. (109) nalaze također više vrijednosti NO-a u serumu nego u likvoru djece s PNH. Ostali autori (78,79,80,92,125) su analizirali  samo neke medijatore hipoksije ili samo u likvoru ili samo u serumu.

Općenito govoreći o pojavi medijatora i neurološkog ishoda u dobi od 12 mj. ova analiza nije potvrdila ranije zapažanje  o konzistentnoj povezanosti povišenih vrijednosti ovih medijatora i lošeg neurološkog ishoda. Opažene su  nešto više prosječne koncentracije u djece  s lošim neurološkim ishodom u dobi od 12 mj. za IL-6 u likvoru, TNF-α u likvoru te NO u likvoru, ali razlika nije značajna. Također su vidljive nešto više vrijednosti za IL-6 u serumu djece s lošim neurološkim ishodom.To vrijedi i za IL-18 i TNF-α u serumu. Razlike međutim nisu statistički značajne. U djece s umjerenim motoričkim oštećenjem vidljive su više prosječne koncentracije IL-18 u serumu za razliku od djece s dobrim ishodom.

Prosječne vrijednosti PGI2 u likvoru i serumu djece s dobrim ishodom bile su više od prosječnih vrijednosti tog citokina u djece s umjerenim motornim oštećenjem i u djece s lošim ishodom. Ova pojava se objašnjava  dinamikom pojave PGI2 tijekom i nakon ozljede te  njegovom mogućom neuroprotektivnom ulogom (132,133,134).


Djeca s PNH su neurološki procijenjena u dobi od 12 mj i 18 mj. Trećina djece s PNH imala je dobar neurološki ishod na kraju prve godine života (34,28%). Početni ultrasonografski nalaz te djece je pokazivao edem mozga (7/12) ili uredan nalaz (5/12).

Od osmero djece s lošim ishodom dvoje je umrlo u dobi od tri dana od posljedica multiorganskog postasfiktičnog zatajenja. Četvero djece razvilo je spastičku tetraparezu, a kao početni ultrazvučni nalaz imali su združeno intrakranijsko krvarenje I.stupnja i hipoksiju/ishemiju (dvoje djece) te intrakranijsko krvarenje III.st. (dvoje djece). Dvoje djece sa spastičkom paraparezom imalo je združeno intrakranijsko krvarenje I.stupnja i hipoksiju/ishemiju. Djeca s umjerenim motornim oštećenjem imala su kao početni ultrazvučni nalaz hipoksiju/ishemiju (12/15) i ventrikulomegaliju (3/15). Ovi rezultati su slični rezultatima drugih autora, a ukazuju na uočene obrasce ultrazvučno primjećenih patoanatomskih ozljeda i njegovog kasnijeg funkionalnog neurološkog korelata (135-144).


Prateći djece s PNH do 18. mj. života primjećeno je da loš neurološki ishod perzistira, a da je dobar dio djece (12/15) imao poboljšanje neurološkog statusa. To su bila djeca iz skupine umjerenog motornog oštećenja. Ovo se može objasniti „blažim“ tipom cerebralne hipoksične ozljede (na UZV vidljiva kao hipoksična hiperehogena periventriklarna zona) koja kasnije regredira, a dijete se uz fizikalni tretman oporavilo. Djeca s umjerenim motornim oštećenjem koja su i dalje ostala umjereno motorno oštećena u dobi od 18 mj., imala su kao ultrazvučni nalaz vidljivu ventrikulomegaliju (3/12). Ovakav ultrazvučni nalaz na početku života, a i kasnije, obično je odraz prenatalno nastale cerebralne ozljede, s posljedičnom atrofijom periventrikulske bijele tvari (139-148). Prenatalna procjena fetalnih hemodinamskih promjena u fetusa sa zastojem u rastu koja je često praćena hipoksijom, postaje važan čimbenik prevencije moždane ozljede (149)

Sažimajući naše i rezultate drugih istraživanja u pogledu cerebralne hipoksične ozljede i neurološkog ishoda, važna su dva postupka:

1. Precizna neurološka procjena novorođenčeta pri rođenju i prvih tjedana života što ukazuje na stupanj ozljede i obično je prediktor kasnijeg neurološkog ishoda  (150-152).

2. Neurološko praćenje slijedećih mjeseci uz ultrazvučne preglede do zatvaranja velike fontanele (akustički prozor te indiciranje fizikalnog tretmana, dodatnih slikovnih i funkcionalnih pretraga kojima se može precizirati u vremenu vrst i lokacija ozljede. U dobi od  12 i 18 mj. treba obaviti objektivnu neurološku procjenu  radi evaluacije ishoda nakon ozljede kao i procjeniti  budući mentalni razvoj (152-155).

Uzroci perinatalne hipoksije pokušavaju se objasniti kvantifikacijom rizičnih čimbenika iz prenatalnog, intrapartalnog i postnatalnog razdoblja. Ova analiza je potvrdila već prije postavljenu sumnju da je s napretkom opstetričke skrbi sve manji broj djece s intrapartalnim čimbenikom kao uzrokom hipoksične ozljede mozga (20%). U našoj studiji podjednak je broj imao pozitivnu anamnezu za hipoksičnu ozljedu mozga  i u prenatalnoj i u postnatalnoj dobi. To je slično drugim studijama gdje je također opstetrički razlog najmanji, a prenatalni i  postnatalni najviši (136,152,156-157).


Za neonatološku je praksu važno da se čimbenici koji podržavaju prenatalno i intrapartalno zadobivenu moždanu ozljedu mogu smanjiti unaprijeđivanjem postupaka postnatalne njege i liječenja, što uključuje precizno praćenje krvnog tlaka, saturacije krvi kisikom, smanjenje acidoze i izbjegavanje postupaka koji povećavaju stres u novorođenčeta a oni uzrokuju lučenje  hormona stresa i posljedične poremećaje krvnog tlaka (158-160).

Spriječavanje prenatalnih uzroka moždanog oštećenja trajno je aktualno pitanje u ginekološko-opstetricijskoj praksi (160).

Medijatori hipoksije u djece koja su primala deksametazon  

IL-6 i NO su analizirani u krvi i likvoru djece s perinatalnom hipoksijom koja su unatrag 4-5 godina kao dio „standardne terapije edema mozga“ liječena dekasmetazonom. Odmah se nametnulo pitanje: Ima li razlika u prosječnim koncentracijama pojedinih medijatora hipoksije u djece koja su primala deksametazon i onih koja nisu primala deskametazon? 
Nađeno je da su koncentracije NO-a značajno više u likvoru djeca koja su dobivala deksametazon od onih koji nisu dobivali deksametazon (p=0,000048). Porast koncentracije NO u likvoru bolesnika koji su primali deksametazon, u usporedbi s bolesnicima koji nisu dobivali deksametazon, mogla bi se protumačiti na različite načine. Dokazano je da glukokortikoidi inhibiraju inducibilnu nitrogenoksid-sintazu (iNOS) i time smanjuju proizvodnju NO od upalnih stanica koje imaju iNOS (stanice glije, astrociti), a time koče inhibicijski učinak stvorenog NO-a na endotelne i neuronske sintaze (eNOS i nNOS). Vjerojatno je njihova aktivnost dominantna u hipoksično-ishemičnoj ozljedi mozga, a u slučaju davanja kortikosteroida je i proizvodnja NO-a na taj način podržana (161).  Nasuprot tome, koncentracije IL-6 u likvoru i serumu bile su zamjetno više u djece koja nisu primala deskametazon, ali rezultat nije statistički značajan. Nema sličnih komparabilnih studija (a i naša analiza je proistekla iz činjenice da se deksametazon rutinski davao u jednom razdoblju neonatološke prakse u KB Mostar). Niže koncentarcije IL-6 u likvoru i serumu djeca koja su primala deksametazon možemo objasniti poznatim antiinflamatornim djelovanjem glukokortikoida (deksametazona). U skladu s hipotalamo-hipofizno-nadbubrežnom osi djelovanja mehanizmom negativne povratne sprege, glukokortikoidi djeluju negativno na ekspresiju gena za proinflamacijske citokine (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8) (163) nakon što su se oni već pojavili u cirkulaciji.


Moggi i sur. zaključuju da je racionalno dati kortikosteroide prenatalno (majkama prije poroda) u slučaju prijevremenog poroda jer isti djeluju inhibitorno na proizvodnju TNF-α koji inhibira sintezu surfaktanta i pridonosi pojavi sindroma respiracijskog distresa  (162).

Međutim, ne preporučuje se  rutinsko davanje kortikosteroida postnatalno zbog mnogih kratkotrajnih i dugoročnih loših posljedica (slabo napredovanje na težini, hiperglikemija, hipertenzija, gastrointestinalna krvarenja, hipertrofična opstruktivna kardiomiopatija, manji obim glave, ozbiljnija periventrikularna leukomalacija (PVL), usporen neuromotorni razvoj (163-166).


Nije nađena značajnija povezanost između stupnja HIE i prosječnih vrijednosti citokina u djeca koja su primala deksametazon. Vrijednosti IL-6 u serumu djece  s III.st. HIE bile su  više od onih u djece s I. i II. st. HIE., ali razlika nije značajna. U likvoru su također više vrijednosti IL-6 u II.st. HIE od onih u I.st. HIE, ali beznačajno.

Ovi rezultati su slični onima u djece koja nisu primala deksametazon, pa ne možemo zaključivati o utjecaju deksametazona na citokinsku ekspresiju u ranoj fazi HI koja bi utjecala značajno  na neurološki aspekt bolesti u akutnoj fazi, tj. hipoksično ishemičnog sindroma. Ultrazvučni nalazi  mozga djece iz ove skupine nisu se značajnije razlikovali od djece iz prve skupine, tj. edem mozga i hipoksijska hiperehogenost najčešći su nalaz.


Neurološki ishod djece u dobi od 12 mj. također se ne razlikuje značajnije od djece koja nisu primala deksametazon, iako je važno reći da je udio djece s umjerenim motornim oštećenjem bio veći u djece koja su dobivala deksametazon (66,68% prema 42,86%), odnosno da je proporcija dobrog ishoda bila viša u skupini djece bez deksametazona u terapiji (34,28% prema 16,66%). Za precizniju procjenu glukokortikoidnog tretmana djece u ranoj fazi ishemične ozljede mozga potrebno je vjerojatno duže vremensko praćenje te djece (barem do 7 godina), kad bi se mogli uočiti i eventualni mentalni deficiti, kao i minorni motorni deficiti koji u ranoj dobi izmiču procjeni (165,166). Čimbenici rizika za HI ozljedu bili su u ovoj skupini slični kao u djece koja nisu primala deksametazon. To je razumljivo budući se čimbenici rizika u vremenskom razdoblju izvođenja studije nisu mogli značajnije mijenjati . Ipak je za izdvojiti podatak da je u tom razdoblju  opstetrički razlog za perinatalnu hipoksiju bio viši nego u djece koja nisu dobivala deksametazon (45,5% prema 20%). Moguće je da je to posljedica  poboljšanja opstetričke skrbi u međurazdoblju od 2-3 godine doprinijelo smanjenju čimbenika rizika za perinatalnu hipoksiju.

Medijatori hipoksije u rekonvalescentnoj fazi bolesti  uzimani su za analizu samo u skupini djece s liječene deksametazonom u dobi od 7-10 dana nakon HI ozljede. Iako su primjećene nešto niže vrijednosti IL-6 u likvoru i NO u likvoru nakon 7-10 dana, ovaj pad nije bio statistički značajan. To znači da su detektibilne vrijednosti postojale i 7-10 dana nakon početka HI ozljede, a što je važno za spoznaju o mogućim patofiziološkim mehanizmima koji doprinose kasnijoj ozljedi mozga nakon akutne faze. Budući da je već poznat mehanizam sekundarne postishemične ozljede mozga koji doprinosi daljnjoj perzistenciji čimbenika ozljede (reperfuzijska ozljeda mozga), moguće je u tom svjetlu promatrati i pojavu perzistencije medijatora hipoksije nakon 48-72 sata od trenutka njenog nastanka, tj od trenutka njene detekcije. Moguće je da su djece s PNH imala prolongiranu slabu produkciju IL-6 i NO-a zbog stresnih egzogenih čimbenika koji nisu zanemarivi u svakodnevnoj neonatološkoj kliničkoj praksi.  U literaturi nalazimo samo podatke za analizu NO u serumu u rekonvalescentnoj fazi nakon PNH. Shantarina i sur. nalaze da se razina NO-a nakon HI inzulta vraća na bazalne razine tek u dobi od 3 mj. (167). 

Očito  je da je za zaključivanje o dinamici medijatora hipoksije potrebno više sličnih studija sa ujednačenijim metodologijama. Rezultati bi omogućivali bolju uvid u mehanizam nastanka i oporavka od perinatalne hipoksije.


Također valja istaći da  iz nekih naših rezultata ne proizlaze čvrsti zaključci, ponajviše iz razloga što razlike između mjerenih parametara u ispitavanim skupinama bolesnika i kontrola nisu bile statistički signifikantne. To je najvećim dijelom posljedica malog uzorka. Poseban problem u ovoj studiju su bolesnici u ranoj fazi bolesti (optimalnoj za uzimanje uzoraka), ali zbog životne ugroženosti iz etičkih razloga nisu se  mogli uzimati uzorci. Također se posljednjih godina incidencija bolesnika značajno smanjila, pa se prikupljanje uzoraka vremenski produžilo. To je opet dovelo do nove problematika pohranjivanja i analize prikupljenih podataka u nešto dužem vremenskom vremenskom razdoblju.


Stoga naše rezultate treba prihvatiti više kao trendovske promjene, a manje kao statistički vjerodostojne rezultate. Čak i u situaciji kad postoji korelacija između veličine pojedinog medijatora i kliničkog statusa, ostaje uvijek upit je li porast parametra uzrok ili posljedica težine bolesti;  porast koncentracije nekog parametra u težem stupnju bolesti može biti samo neuspjela kompenzacijska pojava organizma u lučenju tog u osnovi potentnog upalnog ili vazodilatacijskog čimbenika. To je posebice važno za čimbenike za koje su eksperimentalna istraživanja pokazala da mogu imati i patogenetski ali i protektivni učinak (npr. IL-6). Odgovor na ovo pitanje će vjerojatno proisteći iz eksperimentalnih bioloških istraživanja na životinjama gdje će se posljedica hipoksične ozljede (nokse) analizirati nakon što im se  blokira proizvodnja ili učinak pojedinog medijatora (npr. tzv. „nock-out“ miševi), blokadom protutjelima ili blokiranjem pojedinih receptora ili pak stimulacijom djelovanja pojedinog čimbenika (npr. rekombinantnim citokinima ).

6. ZAKLJUČCI

· Kohortna analiza proupalnih medijatora hipoksije (IL-6, IL-1β, TNF-α, IL-18) i vazodilatacijskih amina (PGE2 i PGI2) u serumu i likvoru hipoksične novorođenčadi pokazala je da se ove  male molekule pojavljuju još uvijek nedovoljno definiranom dinamikom i u malim koncentracijama nakon početka hipoksično-ishemičnog događaja.
· Između vrijednosti IL-6 u likvoru djece s perinatalnom hipoksijom (PNH) i kontrolne skupine nije bilo značajnih razlika. Koncentracija IL-6 bila je statistički značajno viša u serumu bolesnika nego u kontrolnoj skupini.
· IL-1β  bio je nedetektibilan u likvoru  u većine djece s perinatalnom hipoksijom (PNH) kao i u kontrolnoj skupini. Koncentracije IL-1β u serumu bolesnika s PNH bile su nešto više, ali razlika nije bila statistički značajna.

· Vrijednosti TNF-α u likvoru bolesnika s PNH bile su više, ali bez statističke značajnosti. U serumu bolesnika s PNH bile su statistički značajno više koncentracije TNF-α ,nego u kontrolnoj skupini.

· IL-18 je bio nemjerljiv u likvoru bolesnika s PNH i u kontrolnoj skupini. Vrijednosti ovog citokina u serumu, iako nešto više u bolesnika, nisu bile statistički značajne.

· NO je bio nemjerljiv u likvoru u većine bolesnika s PNH, a u kontrolnoj skupini zabilježene su više koncentracije NO-a. U serumu bolesnika s PNH su, međutim, bile značajno više vrijednosti NO nego u serumu u kontrolnoj skupini.

· PGE2 je određivan samo u likvoru djece s PNH. Koncentracije ovog medijatora su bile značajno više u bolesnika nego u kontrolnoj skupini.

· Bolesnici su imali značajno više vrijednosti PGI2  u likvoru nego u kontrolnoj skupini, a u serumu PGI2 nije određivan.

· Najveći broj bolesnika s PNH je imao I.stupanj hipoksično-ishemične encefalopatije (HIE) (blagi po Sarnat/Sarnat metodi) (68,7%); stupanj II. HIE (umjereni) je imalo 25,7% djece, a svega 5,7% imalo je   III.stupanj HIE.

· Nije nađena statistički značajna povezanost između vrijednosti pojedinih medijatora hipoksije i stupnja hipoksije iako je povezanost granična za IL-6 u serumu bolesnika, tj više su vrijednosti IL-6 u serumu bolesnika sa stupnjem III. HIE, nego u djece sa stupnjem I. i II. HIE.  

· Najveći broj bolesnika s PNH imao je umjereno motorno oštećenje u dobi od 12 mj. (42,9%), dobar ishod imalo je 34,3%, a 22,9% imalo je loš ishod.

· Do 18 mj. života djeca sa umjerenim motornim oštećenjem su pokazivala tendenciju neurološkog oporavka; u dobi od 18 mj. svega 10,3% je bilo umjereno motorno oštećeno. Loš ishod je perzistirao i nakon 18 mj. života

· Nije nađena značajnija povezanost između prosječnih koncentracija medijatora hipoksije u likvoru i serumu i neurološkog ishoda. Primjećene su više vrijednosti IL-6, TNF-α i IL-18 u serumu djece s lošim ishodom, ali razlika nije značajna statistički.

· U skupini djece koja su primala deksametazon u terapji perinatalne hipoksije određivane su vrijednosti IL-6 i NO u likvoru i serumu . NO  je bio značajno viši u djece sa deksametazonom u terapji nego u djece s PNH koja nisu primala deksametazon. Nemamo jasno objašnjenje ove pojave, niti smo našli podatke u literaturi o ovom neočekivanom nalazu.

· U skupini djece koja su liječena deskametazonom zamjećene su više vrijednosti IL-6 u serumu djece s III. stupnjem HIE, ali razlika nije bila statistički značajna.

· Djeca koja su liječena deksametazonom  najvećim dijelom su pokazivala simptome II.stupnja HIE, a u dobi od 12 mj. najviše su bila umjereno motorno oštećena (66,7%).

· Zamijećene su više vrijednosti NO-a u likvoru djece s lošim ishodom koja su primala deksametazon, za razliku od onih s dobrim ishodom,  ali razlika nije statistički značajna.

· U bolesnika koji su liječeni deksametazonom određene su vrijednosti IL-6 i NO-a  u dobi od 7-10 dana (rekonvalescentna faza). Rezultati su pokazali da, iako se vrijednosti ovih medijatora smanjuju, mjerljive koncentracije ovih medijatora perzistiraju još neko vrijeme nakon početka hipoksično-ishemične ozljede. 

7. SAŽETAK

Uvod i ciljevi rada. Perinatalna asfiksija (hipoksija) je, unatoč unapređenju perinatalne skrbi posljednjih godina, ozbiljan klinički, a zbog trajnih posljedica i važan socio-ekonomski problem. Rani učinci perinatalne hipoksije su značajan neonatološki klinički problem zbog dramatičnosti kliničke slike, ali i zbog potencijalno složenih patofizoloških  događanja s teško predvidivim posljedicama za koje još uvijek ne postoje uspješni terapijski postupci. Patofizološki mehanizam cijele kaskade događaja u perinatalnoj hipoksiji je složen i još uvijek nedovoljno objašnjen. U tom lancu kliničkih, laboratorijskih i funkcionalnih pojava, moguću ulogu igraju i proupalni citokini, NO i vazodilatacijski amini.


Cilj ovog rada je bio ispitati pojavnost pojedinih medijatora hipoksije (IL-6, IL-1β, TNF-α, IL-18, NO, PGE2 i PGI2)  u likvoru i serumu hipoksičnog novorođenčeta. Cilj je također bio istražiti povezanost pojave pojedinog medijatora hipoksije i stupnja hipoksično-ishemične encefalopatije (HIE). Neurološkom  procjenom bolesnika u dobi od 12 mjeseci određena je korelacija između koncentracije pojedinog medijatora hipoksije i neurološkog ishoda. U studiju je uključena i skupina ispitanika s perinatalnom hipoksijom koja su liječena deksametazon.

Ispitanici i metode. Urađena je prospektivna kohortna analiza novorođenčadi liječene zbog perinatalne hipoksije na Neonatološkom odsjeku KB Mostar. U studiju je uključeno po standardnim kriterijima 35 djece s perinatalnom hipoksijom, 25 djece je bilo u kontrolnoj skupini, a 12 djece s deksametazonom u terapiji bili su treća ispitivana skupina. 


Citokini su određivani u serumu i likvoru koji su do trenutka analize bili pohranjeni na -20 0 C (-70 0 C) na Zavodu za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Određivani su metodom ELISE standardnim originalnim kitovima. NO je određivan kolorimetrijskom metodom. Stupanj HIE procjenjen je standardnom metodom po Sarnat/Sarnatu u tri stupnja (blaga, umjerena i teška), a neurološki ishod u dobi od 12 mjeseci metodom Amiel-Tisson kao dobar, umjereno motorno oštećenje (blaže motoričke smetnje) i loš ishod (cerebralna paraliza, smrt).

Rezultati.Koncentracije IL-6 u likvoru bolesnika i u kontrolnoj skupini nisu se značajnije razlikovale. U serumu bolesnika koncentracija IL-6 je bila statistički značajno viša nego u kontrolnoj skupini (p=0,0407). IL-1β u likvoru većine bolesnika (ali i u kontrolnoj skupini) bio je nemjerljiv. U serumu su, međutim, nađene nešto više koncentracije u bolesnika, ali razlika nije značajna. Vrijednosti TNF-α bile su nešto više u likvoru bolesnika s PNH nego u kontrolnoj skupini, razlika također nije značajna. U serumu bolesnika su statistički značajno više vrijednosti ovog citokina nego u serumu kontrolne skupine (p=0,023). IL-18 je bio praktično nemjerljiv, kako u likvoru bolesnika s PNH tako i u kontrolnoj skupini. U serumu su nađene nešto više vrijednosti IL-18 u bolesnika, ali razlika nije značajna statistički.


NO je bio nemjerljiv u likvoru većine bolesnika s PNH, dok je u serumu nađen u višoj koncentraciji nego u  kontrolnj skupini (p=0,0035). PGE2 je bio značajno viši u likvoru djece s PNH nego u kontrolnoj skupini (p=0,047) Bolesnici su imali također značajno više vrijednosti PGI2  u likvoru od kontrolne skupine (p=0,021).

 Najveći broj djece imao je blagi stupanj hipoksično-ishemične encefalopatije (68,7%). Svega 5,7% djece imalo je III.stupanj  HIE. Nije uočena značajnija povezanost koncentracija medijatora hipoksije i stupnja HIE. Također nije uočena značajnija povezanost između  koncentracija pojedinih medijatora i neurološkog ishoda u dobi od 12 mj. Koncentracije IL-6 u likvoru djece koja su primala deksametazon u akutnoj fazi bolest,i nisu se razlikovale od djece s PNH koja nisu primala deksametazon. U djece s deksametazonom vrijednosti NO-a u likvoru su bile više nego u djece s PNH koja nisu primala taj lijek, ali bez statističke značajnosti. 

Vrijednosti medijatora hipoksije (IL-6 i NO) koje su određivane u kasnijoj fazi bolesti (7-10 dana od početka hipoksične ozljede) i dalje su bile prisutne u niskim koncentracijama.

Zaključak. Proupalni medijatori, određivani ovom studijom u serumu i likvoru novorođenčeta s perinatalnom hipoksijom pojavljuju se u malim koncentracijama u akutnoj fazi bolesti, ali dinamika njihove pojavnosti i dalje ostaje nedefinirana. Neki medijatori koji su gotovo nemjerljivi u likvoru bolesnika (IL-1β, IL-18 i NO), pojavljuju se u serumu u mjerljivim koncentracijama. Prostaglandini pokazuju najznačajniju razliku pojavnosti prema kontrolnoj skupini. NO se pojavljuje u neobjašnjivo višim koncentracijama u djece koja su dobivala deksametazon. Većina djece je imala najblaži oblik HIE i u konačnici to možda ostaje kao mogući razlog nešto nižih prosječnih koncentracija medijatora hipoksije u ispitivanoj skupini bolesnika.

8. SUMMARY
Introduction and aims of the study. In spite of the improvement in perinatal care  perinatal asphyxia (hypoxia)  has recently been a serious clinical  and, due to longlasting consequences, an important socio-economical problem. Early effects of perinatal hypoxia  have caused  significant neonatological problems due to the dramatic clinical symptoms, but also due to complex pathophysiological  changes which are difficult to predict and for which there are still no effective therapies. Pathophysiological mechanism of  the whole range of incidents in perinatal hypoxia is very complex and still unexplained. In this chain of clinical, laboratory and other functional phenomena, proinflammatory cytokines, NO and vasodilatators prostaglandins,  might have certain role.

           The aim of the study was to examine the incidence of individual hypoxia mediators (IL-6, IL-1β, TNF-α, IL-18, NO, PGE2 and PGI2) in liquor and serum of hypoxic newborns. Also, the aim was  to examine the connection of individual hypoxia mediator incidence with the level of hypoxic/ischemic encephalopathy (HIE). Having done the neurologic estimation of 12 months old  patients we tried to find correlation between each individual hypoxia mediator and its neurological outcome. A group of patients with perinatal hypoxia  who were treated with dexametazon in the first days of disease were also included.

Subjects  and methods of research. It was done the prospective cohort analysis of newborns hospitalized due to perinatal hypoxia on the Neonatology department of Clinical hospital of Mostar. According to standard criteria the study included 35 children with perinatal hypoxia, 25 children were in the control group, and 12 children on dexametazon therapy were in  the third examined group.

Cytokines  specified in serum and liquor  were stored at -20°C (-70°C) at the Institute of Physiology of the Faculty of Medicine in Zagreb. The analysis was done according to ELISE method with standard original kits. NO was specified by colorimetric method. The HIE level was estimated with standard  method according to Sarnat/ Sarnat in three stages (mild, moderately severe and severe), and neurologic findings for the 12 months old patients   were estimated as mild; moderate motor damage and severe,  according to  Amiel-Tisson method

Results. Concentrations of IL-6 in the patients' liquor and in the control group liquor did not differ. In the serum of patients the concentration of IL-6 was statistically more significant than in the control group (p=0.0407). IL-1 β in the liquor of  most of  the patients (but also in the control group) was unmeasurable. In the serum, though, higher concentrations were found, but with insignificant difference. The values of TNF- α in liquor were higher in the patients with PNH than in the control group, but the difference is also insignificant. The serum of the patients  showed statistically higher values of this cytokine than the serum of the control group (p=0.023). IL-18 was practically unmeasurable in the liquor of the patients with PNH, as well as in the control group. There were higher values of IL-18 found in  the patients' serum,  but the difference was not statistically significant.

NO could not be measured in the liquor of the majority of patients with PNH, whereas its higher concentration was found in the serum as opposed to the control group (p=0.0035). PGE2 was significantly higher in the liquor of the children with PNH than in the control group (p=0.047). The patients also had significantly higher values of PGI2 in their liquor than the control group (p=0.021)

Most of the children had a mild degree of hypoxic-ischemic encephalopathy (68.7%). Only 5.7% of children had the stage III HIE. There was no significant connection between the concentration  of hypoxia mediator and HIE. Also, there was no significant connection between the concentration of individual mediators and neurologic outcome with the 12 months old children. Concentrations of IL-6 in the  liquor of the children treated  wiht dexametazon in the acute phase of disease did not differ in the children with PNH who were not treated by dexametazon. In the children treated with   dexametazon, the values  of NO in the liquor were higher than in the children with PNH who were not treated with  the mentioned drugs.

The values of hypoxia mediators (IL-6 and NO) which were specified in the later phase of disease (7-10 days after the hypoxic  injury) were also present but in low concentrations.

Conclusion. Proinflammatory mediators specified in this study in the serum and liquor of newborns with perinatal hypoxia appeared in small concentrations in the acute phase of desease, but the dynamics of their incidence  still remains undefined. Some mediators which were practically unmeasurable in the liquor of the patients (IL-1 β, IL-18 and NO), appeared in their serum in measurable concentrations. Prostaglandins showed significant difference of incidence as opposed to the control group. NO appears in inexplicably higher concentrations with the children treated by dexametazon. Most of the children had  mild form of HIE which might  be a  reason of lower average concentrations of hypoxia mediators in the examined group of patients. 
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