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1. UVOD

Uvod

Usprkos velikom broju znanstvenih spoznaja o trombocitima koje su znanstvenici stekli u pro-

teklom stolje}u, pripisuju}i si time primat u otkri}ima kako trombocitne morfologije tako i

funkcije, ostaje neupitna ~injenica da su rezultati istra`ivanja Giulia Bizzozzera iz 1881. i

1882. godine postavili temeljne spoznaje o trombocitima koje su se tijekom vremena potvr|i-

vale. Svojim otkri}em trombocita kao tre}e populacije krvnih stanica koje su dotada nazivane

krvnom pra{inom, ovaj genijalni talijanski patolog opravdano se naziva pionirom stani~ne bio-

logije (Mazzarello, Calligaro, Calligaro, 2001). Prou~avaju}i intravitalno mikroskopski animal-

ne vene otkrio je diskoidni oblik trombocita u cirkulaciji te proces adhezije nakon ozljede krvne

`ile i agregacije te je tako prvi definirao trombocite kao sredi{nje stanice sustava zgru{avanja

(Ribatti, Crivellato, 2007). Prije otkri}a trombocita Bizzozero je prvi koji je identificirao i vrlo

podrobno opisao megakariocite u ko{tanoj sr`i, iako ih nije definirao kao trombocitne prethod-

nike, te je tako postavio temelje spoznaja o hematopoezi. Megakariocite je tek Wright 1906.

godine, koriste}i se novom metodom polikromnog bojenja stanica, potvrdio kao stvarala~ke

stanice trombocita.

Megakariocitopeza koja kao krajnji stadij proliferacije ima zrele megakariocite koji nema-

ju daljnju sposobnost proliferacije za razliku od ostalih progenitorskih krvnih stanica, ali imaju

pove}enu sintezu DNK te sposobnost da iz jedne stanice stvore dvije do tri tisu}e trombocita, i

dalje je predmet istra`ivanja (Kosaki, 2005). Od Wrightove hipoteze o nastanku trombocita frag-

mentiranjem citoplazme megakariocita do klasi~ne »protrombocitne teorije« koju su postavili

Becker i De Bruyn 1976. godine rezultati niza daljnih istra`ivanja potvrdili su da je upravo taj

model najvjerojatniji mehanizam trombocitne biogeneze. Mogu}nost to~nog odre|ivanja udjela

protrombocita u cirkuliraju}im trombocitima metodom proto~ne citometrije istovremeno je

potvrda protrombocitne teorije, kao i klini~ki izuzetno va`an indirekni pokazatelj aktivnosti

trombopoeze (Briggs, Kunka, Hart, Oguni, Machin, 2004).

Fascinantna brzina aktiviranja trombocita koji u nekoliko stotinki milisekunde mijenjaju

oblik, a koja im omogu}ava da ispunjavaju svoju biolo{ku funkciju kroz adheziju na druge stani-

ce, istovremeno je ogromna, trajno prisutna prepreka u kvantitativnim i kvalitativnim istra`ivanji-

ma trombocita in vitro. Precizna i to~na metoda brojenja trombocita postignuta je tek uvo|enjem

impedancijske i opti~ke metode odre|ivanja ~estica manjih od 10 fL, koja se razvila kroz tehno-

logije suvremenih hematolo{kih analizatora (Coulter, 1951). Kako su to istovremeno i volume-
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trijske metode, postaje dijagnosti~ki mogu}e to~no i precizno odrediti i srednji volumen trombo-

cita koji je pokazatelj njihove starosti i vjerojatno ve}ega tromboti~kog potencijala (Martin,

1991). Mjerenja stupnja heterogenosti trombocita u cirkulaciji – kao odstupanje od srednjeg vo-

lumena, – od posebnog su interesa u istra`ivanjima aterosklerotskih promjena te kao pozitivnoga

prediktivnog biljega aktivacije trombocita i razvoja akutnoga koronarnog sindroma (Vagdatli,

Gounari, Lazaridou, Katsibourlia, Tsikopoulou, Labrianou, 2010).

Osim srednjeg volumena trombocita, pokazatelj starosti cirkuliraju}ih trombocita je i kon-

centracija 5-hidroksi-triptamina – serotonina. Serotonin je glavna sastavnica trombocitnih gustih

granula te se u njima nalazi najve}a koncentracija serotonina u organizmu, {to je potvr|eno imu-

nohistocitokemijskim metodama (Sixma i sur., 1998). Trombocitni serotonin postaje predmetom

intenzivnog istra`ivanja ne kao pokazatelj starosti trombocita, pa ~ak ni kao regulator njegove

koncentracije u cirkulaciji u funkciji sna`noga perifernog vazokonstriktora, ve} kao periferni

model istra`ivanja njegove funkcije neuroprijenosnika. Temelj za brojna istra`ivanja bile su

po~etne spoznaje od prije 40 godina o postojanju sli~nosti serotonergi~nih struktura u trombocitu

i neuronu (Pletcher, 1968.). Sva ostala in vitro istra`ivanja funkcionalne aktivnosti trombocita i

temeljnih biokemijskih procesa kao njihovog preduvjeta temelje se na definiranom na~inu izoli-

ranja trombocita u kojem je zaustavljena njihova aktivacija, a koji je postavio Born 1962. godine.

Koncentracije trombocitnog serotonina u istra`ivanjima odre|ivane su raznim metodologijama

tako da je bilo neizbje`no postaviti bitne standarde u postupcima odre|ivanja radi usporedivosti

razultata istra`ivanja, kao i raspone vrijednosti u zdravih osoba (Jernej, 2000.). Na pitanja kolike

su sli~nosti centralnih i perifernih serotoninskih pokazatelja, odgovori se nalaze u izuzetnom ve-

likom broju radova u kojima se povezuje razina trombocitnog serotonina i serotonina u sre-

di{njem `iv~anom sustavu (S@S) (Strüder i Weicker, 2001.). Ovaj trajni znanstveni interes za

trombocitni serotonin zasigurno proizlazi i iz potrebe za biokemijskim pokazateljima u poreme-

}ajima raspolo`enja. Psihijatrijski poreme}aji i dalje temelje dijagnosti~ku i statisti~ku klasifika-

ciju na klini~kim pokazateljima zbog ~ije varijabilnosti kod vi{e od tre}ine bolesnika pro|e pro-

sje~no deset godina do postavljanja ispravne dijagnoze (Lish i sur, 1994.). Rezultati ve}ine studija

na bolesnicima s velikim depresivnim poreme}ajem pokazuju sni`ene koncentracije trombocit-

nog serotonina, a otkri}a o serotoninskom trombocitnom transporteru, kojega su zapo~eli prou-

~avati Born i sur. 1975. godine, dala su osnovu za napredak u lije~enju temeljen na selektivnoj in-

hibiciji transporta serotonina u neuronima, ali posljedi}no i u trombocite (Hindmarch, 2001.).

S obzirom da dijagnostika i pra}enje u~inkovitosti terapije predstavljaju osnove medicin-

ske biokemije i/ili laboratorijske medicine, istra`ivanje klini~ke zna~ajnosti odre|ivanja kon-

centracije serotonina u trombocitima koje nazivaju »virtualni neurokemijski ~uvari« te poveza-

nosti s njihovim pokazateljima jest znanstveno opravdan cilj i ovog istra`ivanja.

Biserka Getaldi} [varc – Doktorski rad Uvod
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1.1. Trombocitopoeza

U proteklih sto godina od prvih spoznaja o trombocitima istra`ivanja su usmjerena na poku{aj

odgovora na nekoliko temeljnih pitanja vezanih za njihovu ontogenezu, mehanizam ulaska u cir-

kulaciju, pri~uvu u slezeni, te proces aktivacije.

Evolucijski razvoj stanica koje svoju osnovnu biolo{ku funkciju ispunjavaju u zgru{avanju

krvi dosegnut je u sisavaca kod kojih osnovna stanica sustava zgru{avanja nema jezgru i naziva

se plo~ica (engl. platelet) za razliku od ostalih, `ivotinjskih vrsta u kojima je stanica sa~uvala jez-

gru, vi{ezna~nu funkciju i naziva se trombocit (Gregorie i sur., 1975.).

Usprkos tim saznanjima proces u kojem iz jedine poliploidne hematopoetske stanice –

megakariocita, – nastaju najmanje i najbrojnije krvne stanice – trombociti, – naziva se trombo-

poeza.

Trombociti sisavaca nastaju iz megakariocita, jedine poliploidne stanice hematopoetske

stanice koja je njihova jedinstvena kako prethodni~ka stanica, tako i osloba|aju}a stanica.

Megakariociti nastaju reguliranim procesom megakariopoeze iz pluripotentne mati~ne he-

matopoezne stanice koja je ishodi{na stanica i ~ijom diferencijacijom nastaju nezrele prethodne

stanice mijelopoeznog i limfopoeznog sustava. Mati~na hematopetska stanica, iako morfolo{ki

nedefinirana, podsje}a na mali ili srednji limfocit (Labar i sur., str. 7, 2007.). Na povr{ini isho-

di{nih mati~nih stanica prisutan je biljeg CD 34. Ko{tana sr` sadr`i oko 3–5% stanica CD 34+,

{to je znatno vi{e od stvarnog broja mati~nih stanica (oko 1 na 20 000 stanica ko{tane sr`i) pa se

smatra da je ovaj biljeg samo posredni pokazatelj koji tek uz prisutnost receptora za faktor rasta

mati~nih stanica (SCF – engl. stem cell factor) mo`e definirati mati~nu stanicu. Proces megaka-

riocitopeze kao dio hematopoeze ovisi o mikrookoli{u ili stromi ko{tane sr`i za {to je, izme|u

ostalog, potvrda i smje{taj megakariocita unutar hematopoetskog tkiva. Za razliku od prethodnih

stanica granulocitne loze koje su smje{tene duboko u hematopoeznom tkivu i koje tek kada po-

stanu pokretne (mijelociti) putuju prema sinusoidnim prostorima preko kojih sve krvne stanice

ulaze u vensku krv, megakariociti le`e na vanjskoj strani venskih sinusa. Rezultat upravo takvog

»rubnog« smje{taja je da megakariociti mogu pru`ati svoje citoplazmatske produ`etke i oslo-

ba|ati trombocite izravno u cirkulaciju, pri ~emu svakodnevno ovim putem za odr`avanje susta-

va hemostaze treba u cirkulaciju u}i 100 bilijuna trombocita (Italiano, 2008.). Potvrda smje{taja

megakariocita te mre`e retikulskih fibroblastoidnih stanica mo`e se dokazati retikulinskim bo-

jenjem (Aluwalia i sur. 2003.) i, najbolje, elektronskom mikroskopijom. Razvoj megakariocita iz

pluripotentne mati~ne stanice sastoji se od nekoliko stupnjeva diferencijacije, a sam proces me-

gakariocitopoeze mo`e se podijeliti u nekoliko stupnjeva isklju~ivo radi boljeg razumijevanja (U

Labar i sur., Hematologija 1. izd., str. 60–61, Zagreb, [kolska knjiga, 2007.; U: Michelson, Plate-

lets 2. izd., str. 23–34, San Diego: Elsevier Inc., 2007.).
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Stupnjevi u procesu megakariocitopoeze prikazani su na slici br. 1. preuzetoj iz Michel-

son, Platelets 1. izd. San Diego: Elsevier Inc, str. 23 Fig. 2–1.

Proliferiraju}i stadij u razvoju megakariocita zapo~inje usmjeravanjem primarne mati~ne

stanice GFU-GEMM (engl. colony-forming unit – granulocyte-erythrocyte-monocyte-megakar-

yocyte). Uvjeti za in vitro kultiviranje ove stanice na animalnom i humanom modelu spoznati su

prije 30 godina (Vainchenker i sur., 1979.), {to je potvrdilo teoriju o klonalnosti hematopoeze

(nastanak hematopoeze iz jedne stanice). Mati~nu je stanicu mogu}e odrediti funkcionalnim te-

stovima ili odre|ivanjem povr{inskog biljega CD34 metodom proto~ne citometrije. Ona je pro-

genitorska stanica za dvije stani~ne kolonije koje sadr`e isklju~ivo megakariocite, a razlikuju se

u svom funkcionalnom kapacitetu (Levin i sur., 1983.). Stanica koja se razvija u jednostavne ko-

lonije koje sadr`avaju 3 do 50 zrelih megakariocita naziva se CFU-MK (engl. colony-formin unit

– megakaryocite). Za razliku od nje, BFU-MK (engl. burst-forming unit – megakariocyte) koja

je daleko ve}a i slo`enija i uklju~uje satelitski smje{tene nakupine od nekoliko stotina megaka-

riocita (40–500) i po stupnju zrelosti je prethodnica CFU – MK (Bridell i sur., 1989.). Progenitor-
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ske stanice megakariocita mogu se identificirati imunocitokemijskim metodama u aspiratima

ko{tane sr`i.

Humana megakariocitopoeza u svom prvom stupnju, koji se naziva i proliferiraju}i odjel-

jak megakariocita (U Labar i sur., Hematologija 1. izd., str. 60, Zagreb, [kolska knjiga, 2007), re-

gulirana je dvozna~no preko humoralnih hematopoeznih faktora rasta i stani~nom reorganizaci-

jom koja dovodi do prve morfolo{ki karakteristi~ne stanice – megakarioblasta. Proliferiraju}i

faktori su citokini (IL-3, IL-6, IL-11), zatim SCF (engl. stem cell factor ili faktor stimulacije

mati~nih stanica) te trombopoetin (Tpo) kojeg je prvi pojmovno uveo Kelemen 1958. godine

prou~avaju}i potencijalne faktore koji sudjeluju u oporavku bolesnika s trombocitopenijom (Ke-

lemen i sur., 1958.).

Za razliku od eritropoetina koji s trombopoetinom dijeli homologiju slijeda od 155 amino-

kiselina, te je u klini~koj primjeni kao rekombinantni humani preparat od 1989. godine, trombo-

poetin je tek 1994. godine izdvojilo nekoliko skupina istra`iva~a. Brojna istra`ivanja kroz vi{e

od 20 godina nisu uspjela razviti metodologiju kojom bi se u in vitro uvjetima mogao prou~avati

mehanizam djelovanja ovog klju~nog faktora rasta i/ili hormona trombocitopoeze koji se sinteti-

zira u stromi ko{tane sr`i, jetri, slezeni i bubregu. Kulture stanice postale su model istra`ivanja

trombopoetina i potvrdile njegovu nezamjenjivu funkciju u vi{e stadija trombopoeze. Ukoliko

nema dodatka trombopoetina, u stani~nim podlogama dolazi do apoptoze megakariocita (Osada

i sur., 1999.) te je time izmijenjeno dotada{nje tuma~enje Tpo kao klju~nog faktora isklju~ivo u

krajnjoj fazi trombogeneze koje se temeljilo na rezultatima ranijih istra`ivanja (Bunting i sur.,

1997.) na eksperimentalnom modelu genski inaktivnih mi{eva za Tpo i njegovoga povr{inskog

receptora c-Mpl (kratica od mijeloproliferativna leukemija), koji su imali broj trombocita 15%

od normalnih vrijednosti.

U nastavku, istra`ivanjima se potvrdilo da Tpo sudjeluje u ranoj ontogenezi megakariocita

tako {to poti~e endomitozu mononuklearne prethodni~ke stanica megakariocita te poliploidiza-

ciju i da je preko receptora c-Mpl, prisutnog na mati~nim stanicama CD34, megakariocitima i

trombocitima, tako i primarni regulator magakariotrombocitopoeze. Ovaj slo`eni regulacijski

mehanizam potreban je za odr`avanje broja trombocita u uskim granicama u normalnoj homeo-

stazi te brzog odgovora na smanjenje broja trombocita.

Prikaz regulacije megakariocitopoze nalazi se na slici br.1.1.

Istra`ivanjima se postiglo da je 1997. godine Uprava za hranu i lijekove (engl. Food and

Drug Administration) u SAD-u prihva}en prvi agens (Neumega) koji djeluje na pove}anje broja

trombocita mehanizmom djelovanja IL-11. Time su pomaknute granice transfuzijske medicine

»bez krvi«.
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Funkcija specifi~nih citokina u razvoju megakariocita podrobno je prou~ena pa je, uz

ve} navedene IL-6 i IL-11, dokazan poseban zna~aj IL-3 jer pove}ava sposobnost kako prolife-

racije, tako i diferencijacije stanica do promegakarioblasta (Long i sur., 1982.). Ta je stanica u

stupnjevitoj podjeli razvoja megakariocita zavr{ni stadij drugog stupnja nakon kojeg slijedi

zreli postmitoti~ki odjeljak megakariocita. Prikaz regulacije megakariocitopoze nalazi se na

slici br.11.

1.2. Razvoj megakariocita i formiranje trombocita
(ontogeneza trombocita)

Razli~ite klasifikacijske sheme temeljene na morfolo{kim karakteristikama, histolo{kom bojen-

ju, te biokemijskim biljezima koriste se u razlikovanju raznih stadija razvoja megakariocita. Kao

{to je ve} navedeno, prva morfolo{ki prepoznatljiva prethodni~ka stanica megakariocita je pro-

megakarioblast iz koje nastaje zrelija stanica megakarioblast koji predstavlja prvi stupanj u raz-

voju megakariocita.

Megakarioblast je promjera 10–50 µm s velikom poliploidnom jezgrom i izrazito je bazo-

filna ukoliko se aspirat ko{tane sr`i boji po Romanovskom. Bazofilija je uzrokovana velikim

brojem ribosoma, {to je zna~ajno za kasniju funkcionalnu aktivnost trombocita jer u tom stadiju

trombocitopoeze zapo~inje sintetiziranje proteina koji su klju~ni u funkciji zrelih trombocita

gdje te sinteze vi{e nema (Shantsila i sur., 2008.). Nasuprot tome u citopazmi se ne nalaze niti

jedna od granula koje karaktriziraju zreli trombocit. Promegakariocit ili megakariocit II je slje-

de}i razvojni oblik i veli~inom je isti kao megakariocit; to su dvije najve}e hematopoetske stani-

ce s promjerom od 20–80 µm. Polikromatofilnost citoplazme ukazuje na razvoj granulacije, pa

tako i nastajanje gustih granula (engl. dens granules) u kojim se nalazi serotonin.

Istra`ivanja u kojima je imunocitokemijskom metodom potvr|ena nemogu}nost unosa se-

rotonina u guste granule u bolesnika s Hermansky-Pudlakovim sindromom kojeg karakterizira

produljeno krvarenje usprkos normalnom broju trombocita i aktivnosti faktora zgru{avanja, isto-

vremeno su i potvrda ranog unosa serotonina u trompocitopoezi, te nemogu}nosti nadoknade

unosom iz periferne krvi (Cieslar i sur., 1974.; Maurer-Spurej i sur., 2001.).

Zreli megakariocit je jedinstvena stanica hematopoetskog sustava jer je izgubio sposob-

nost proliferacije, ali posjeduje sposobnost pove}ene sinteze DNK bez diobe, {to je razlog za ne-

srazmjerno veliki volumen. Broj endomitoznih ciklusa u megakariocitu je u rasponu od tri do

{est, ali ipak ve}ina megakariocita prolazi tri endomitoze te tako ima sadr`aj DNK od 16 N (Odell,

1970.). Mehanizam koji pokre}e endomitozu nije do kraja razja{njen jer neregulirani proces re-

plikacije DNK i dijeljenja stanice je izuzetan u megakariocitima.
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Rezultati istra`ivanja brojnih laboratorija usmjereni su na: identifikaciju molekularno pro-

gramiranih regulatora mitoze (Zhang i sur., 2004.), smanjenu aktivnost MPF (engl. mitosis-pro-

moting factor) multiproteinskog kompleksa koji je potreban da stanica ulazi u mitozu (Wang

i sur., 1995.) i razne cikline (Kozar i sur., 2004.). Ograni~enje ovih istra`ivanja je u ~injenici da

se ve}ina njih temelji na stani~nim kolonijama megakariocita pri ~emu su stanice u trajnoj proli-

feraciji.

Tijekom sazrijevanja megakariocita krajnji ishod je otpu{tanje trombocita u krvotok.

To~an na~in nastanka trombocita nije u potponosti spoznat iako je ve} 1906. godine James Ho-

mer Wright zapo~eo podrobnu analizu ne bi li otkrio kako iz gigantskog megakariocita nastaju

trombociti. Postavljeno je nekoliko bitnih teorija me|u kojima je 1957. godine Yamada potanko

opisao nastanak DMS (engl. demarcation membrane system, demarkacijski membranski sustav)

prema kojem membrana megakariocita tijekom sazrijevanja proliferira pa nastaje tubularna

membranska mre`a ili DMS koja dijeli citoplazmu megakariocita od trombocitnih podru~ja.

Elektronskom mikroskopijom prepoznate su u megakariocitu membrane i organele trombocita te

se pretpostavljalo da membrane ~ine tubularnu membransku mre`u koja definira podru~je u koji-

ma se stvaraju trombociti. Prema tom modelu trombociti se osloba|aju masivnom fragmentaci-

jom citoplazme megakariocita uz DMS pa se mo`e pretpostaviti da nakon toga slijedi interni pro-

ces reorganizacije membrana.

Kasnijim se istra`ivanjima na postavljenom modelu objasnilo kako se citoplazma mega-

kariocita mo`e jo{ dodatno podijeliti u tako male volumene kakav imaju trombociti te istovreme-

no zatvoriti njihovu stani~nu membranu. Istra`ivanja su potvrdila da trombociti, koji prema teo-

riji o DMS trebaju imati strukturne karakteristike stanica u mirovanju, to zapravo nisu (Radley i

sur., 1987.), te da je sama membranska mre`a u primarnoj funkciji membranske rezerve za stva-

ranje protrombocita.

Pojam protrombocita podrazumijeva duge protruzije nastale iz citoplazme magakariocita.

Danas klasi~nu »protrombocitnu teoriju« uveli su Becker i De Bruyn 1976. godine, pri ~emu ne

treba zaboraviti da je ve} Wright opisivao pseudopodije koje nastaju iz megakariocita.

Niz je eksperimentalnih potvrda formiranja trombocita iz protrombocita pa je danas op}e

prihva}ena va`nost stvaranja protrombocita u trombopoezi. Na slici 1.2 prikazan je slijed sta-

ni~nih doga|anja od megakariocita preko razgranatih protrombocita.

Trombociti nastaju na krajevima protrombocita, a cijela konverzija citoplazme megaka-

riocita, koja obuhva}a i koncentraciju svih unutarstani~nih sadr`aja u protrombocite i njihove iz-

danke koji imaju veli~inu trombocita i predstavljaju krajnji stadij formiranja trombocita koji su

nitima jo{ spojeni citoplazmatski, traje oko 5 do 10 sati (Italiano i sur., 1999.). Taj je podatak bi-

tan za svaku interpretaciju nalaza kvantitativnih promjena trombocita ako se uz to uzme u obzir

da svaki megakariocit stvara 5 do 10 tisu}a trombocita.
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Po otpu{tanju trombocita s krajeva protrombocita slijedi niz ruptura citoplazmatskih niti,

te nakon toga ostaje takozvana »ogoljena jezgra« megakariocita koja ulazi u proces apoptoze

(Gordge MF, 2005.). Trombociti ulaze u krvotok, pri ~emu se oko 30% skladi{ti u slezeni kao se-

kundarnom organu limfati~kog sustava (Harker LA, 1971.)

1.3. Trombociti

1.3.1. Morfologija trombocita

Humani trombociti su stanice diskoidnog oblika bez jezgre, endoplazmatske mre`ice i Golgijeva

aparata, pa je njihova funkcionalna aktivnost uvjetovana proteinima sintetiziranima u megaka-

riocitu. Pokazuju izrazitu heterogenost veli~ine pa im je promjer izme|u 0,5 i 30 µm (Nachmias i

sur., 1988,).

Diskoidni oblik neaktiviranih trombocita nije do kraja razja{njen, ali za pretpostaviti je da

im poma`e u svladavanju tlakova i brzina smicanja u cirkulaciji krvi. Ultrastruktura trombocita

pokazuje nekoliko zona ili regija s definiranom funkcionalnom aktivnosti: periferna i strukturna

zona, membranski sustav, te citoplazmatska zona s organelama i granulama.{to je prikazano na

slici 1.3.
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1.3.2. Membranski sustav

Povr{ina trombocitne plazmatske membrane je glatka osim periodi~nih invaginacija koje

daju obrise kompleksnoj mre`i intramembranskih cijevi koje su propusne do citoplazme i nazi-

vaju se otvoreni kanikularni sustav (engl. OCS-open canicular system). Ovaj sustav ima dvije

bitne funkcije: 1. predstavlja prolaz kroz koji se u krvotok mogu izlu~iti, ali i aktivno unositi sup-

stance trombocitnih granula, me|u ostalim i serotonin; 2. rezervoar je plazmatske membrane i

njenih recptora. Primjerice, tre}ina receptora trombina nalazi se u ovom sustavu dok su trombo-

citi u mirovanju, ~ekaju}i transport na povr{inu tijekom aktivacije trombocita.

1.3.3. Strukturna zona

Osim otvorenog kanikularnog sustava, trombociti imaju gusti tubularni sustav (engl. dense

tubular system, DTS) za koji se pretpostavlja da je analogija endoplazmatskoj mre`ici i prevladava-

ju}i je sustav skladi{tenja kalcija i regulacije koncentracije kalcijevih iona, mjesto sinteze prosta-

glandina i tromboksana kao i enzima ciklooksigenaze (Gerrard i sur., 1976.). Samim tim ovaj je

sustav izuzetano zanimljiv u razumijevanju mehanizma djelovanja antiagregacijskih lijekova.

Plazmatska membrana trombocita je odvojena od unutarstani~nog sadr`aja mikroskopski

nevidljivim slojem – skeletom trombocita. Ovaj citoskelet je proteinska mre`a koja poma`e

plazmatskoj membrani u odr`avanju diskoidnog oblika trombocita u mirovanju te omogu}ava

iznimno brze promjene oblika stanice tijekom aktivacije.

Jo{ dva polimerna sustava postoje u megakariocitu: aktin i tubulin. Ovi proteini sudjeluju

u reverzibilnom stvaranju filamenata tubularnoga stani~nog skeleta i postoje dokazi da upravo

mikrotubuli i filamenti aktina imaju esencijalnu ulogu u stvaranju protrombocita (Patel i sur.,
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2005.). Jedan od tih dokaza jest da djelovanje antineoplasti~kog lijeka vinkristina na razini bloki-

ranja stvaranja mikrotubula polimerizacijom a- i b-tubulina u megakarioctima dovodi do zau-

stavljanja formiranja protrombocita.

1.3.4. Periferna regija

Periferna regija trombocita je pahuljasti omota~ – glikokaliks, na kojem su smje{teni broj-

ni glikoproteinski receptori za kemijske supstance manje molekularne te`ine (ADP, serotonin,

acetil-kolin, prostaglandin), kao i makromolekule kao {to su trombin, fibrinogen, kolagen i von

Willebrandov faktor te faktori zgru{avanja V i VIII. Glikokaliks neke od ovih plazmatskih prote-

ina zadr`i u strukturi (osobito faktore zgru{avanja), a neki su dio membrane koja je sastavni dio

periferne zone stanica.

Membranski sustav trombocita predstavlja konglomerat lipidnih i proteinskih molekula i

naziva se sol-zona ispod koje se nalazi mikrotubularni i filamentni skelet trombocita ili struktur-

na zona.

1.3.5. Organele

Trombociti imaju relativno mali broj mitohondrija i lizosoma, {to je potvr|eno elektron-

skim mikroskopom.

Ispitivanja precizne energetske potrebe za svaku pojedinu funkciju trombocita vrlo su

slo`ena. Potrebno je pri tome razdvojiti energetske potrebe tzv. trombocita u mirovanju i aktivi-

ranih stanica u procesu adhezije i agregacije. Usprkos malom broju mitohondrija, u njima se ok-

sidacijskom fosforilacijom stvara dovoljno energije za `ivotni vijek neaktiviranih trombocita od

tjedan dana u ljudskom krvotoku (Mustard i Packham, 1970; Gross i Schneider, 1971.).

Odgovor na pitanje koji je izvor energije za ove stanice, koje su kontraktilne ve} tijekom

rane faze aktivacije u kojem mijenjaju oblik i nastaju pseudopodije, dali su radovi Karpakina i

suradnika 1970. godine (Biochemistry and Pharmacology of Platelets, 1975.). Ti su autori potvr-

dili da je glikogen glavno energetsko spremi{te te da je koli~ina glikogena jednaka kao u ljud-

skim mi{i}nom stanicama, primjenjuju}i pri tome osjetljivu fluorometrijsku metodu.

Razumijevanje metaboli~ke aktivnosti preduvjet je, izme|u ostalog, i za razumijevanje kon-

traktilnosti trombocita koja zahtijeva energiju za jedinstvenu brzinu mjenjanja oblika od nekoliko

stotinki milisekunde prilikom procesa agregacija i sekrecijske funkcije (Akkerman i sur., 1982.).

Bitno je promi{ljati o toj brzini pri interpretaciji morfolo{kih pokazatelja veli~ine i distri-

bucije stanica.

Potrebno je pri tome razlikovati citoplazmatski ATP koji slu`i odr`avanju homeostatskog

mehanizma stanica u mirovanju i razultat je oksidacijske fosforilacije od ATP koji se zajedno sa
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serotoninom nalazi u gustim granulama u kojima se specifi~nim mehanizmom transporta skla-

di{ti ve} u megakariocitima (Handagama i sur., 1987.).

Potvrda hipoteze o postojanju, uvjetno re~eno, metaboli~kog ATP i deponiranog endogenog

bili su rezultati in vitro testiranja trombocita koji su bili izlo`eni [H3] adeninu (Holmes., 1971.)

1.3.6. Granule

Granule su najinteresantnija karakteristika trombocita radi velikog broja biomolekula koje

se u njima nalaze. U neaktiviranom trombocitu granule su smje{tene uz otvoreni kanikularni sustav

kako bi se tijekom aktivacije mogle stapati i egzocitozom ulaziti u OCS (Flumenhaft i sur., 2003.).

U trombocitima su tri skladi{na granularna odjeljaka: a-granule, guste (engl. dens granu-

le) granule i lizosomi.

Zastupljenije su a-granule kojih ima oko 40–80 u stanici, dok gustih granula ima pro-

sje~no 8 (Sixma i sur., 1989.).

Ova razlika u broju tek je jedna od razlika koje postoje izme|u te dvije vrste granula, a

odra`avaju se u razli~itoj ontogenezi, vrsti i koli~ini biomolekula koje skladi{te endocitozom,

brzini sekrecije, ali i me|usobnoj reaktivnosti (Niewiarowski i sur., 1994.).

1.3.6.1. a-granule

a-granule su prosje~no veli~ine 200–500 nm, sferi~nog oblika s tamnom sredi{njom zo-

nom (U Platelets 1. izd. San Diego: Elsevier Inc, str. 182.–2002)

Molekularni sadr`aj ovih granula je trodjelan jer sadr`e prete`ito biomolekule (proteine)

koje su specifi~ne samo za trombocite i uglavnom su podrijetlom iz endogene sinteze u megaka-

riocitu (von Willebrandov faktor, trombocitni faktor 4, P-selektin), zatim selektivne proteine koji

se nalaze u ralativno malom broju drugih stanica (faktor V, fibrinogen, PDGF), ali se kao plaz-

matski proteini unose i endocitozom i pinocitozom preko sustava receptora me|u kojima je fibri-

nogen najzna~ajniji (de Larouziere i sur., 1998.). Do sada nije poznato kolika je koncentracija

pojedinih biomolekula u ovim granulama.

1.3.6.2. Guste granule

Guste granule (naziv potje~e iz gusto}e strukture vidljive pod elektronskim mikroskopom)

~esto se nazivaju i sekrecijskim organelama ili skladi{tem serotonina. Ne{to su manje od á-gra-

nula, imaju razli~itu ontogenezu jer ne proistje~u samo iz endogene sinteze u megakariocitima

ve} nastaju i heterogenom fuzijom endocitnih vezikula (Youssefian i sur., 2000.).

Primarna im je funkcija ~uvanje hemostatski va`nih aktivnih supstanci koje se izbacuju ti-

jekom aktivacije trombocita brzinom koja je znakovito ve}a od sekrecijske brzina á-granula.

Primjerice, sekrecija serotonina iz gustih granula odvija se izuzetno brzo, tako da se serotonin

nakon stimulacije trombinom u potpunosti izlu~i u ~etiri sekunde (Gear i sur., 1982.)
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Endogenom sintezom nastaju ATP i ADP dok se serotonin unosi u megakariopoezi, ali i

kasnije iz cirkuliraju}e krvi.

Kao potvrda hipoteze da postoji trajni transport izme|u gustih granula i multivezikularnih

tjele{aca jest postojanje multivezikularnih tjele{aca koja tvore endocitozne odjeljke i sadr`e isti

membranski protein kao i membrana gustih granula. Njegovo detektiranja je mogu}e upotrebom

monoklonskog antitijela CD 63 (Youssefian T i sur., 2000.).

1.4. Morfolo{ki trombocitni pokazatelji

Brojne se metode danas koriste u ispitivanju trombocita, a uklju~uju odre|ivanje njihova broja u

cirkuliraju}oj krvi, veli~ine, mjerenje heterogenosti veli~ine, zastupljenost mla|ih trombocita, te

metode ispitivanja funkcionalne aktivnosti, ponajprije agregacije te aktivacije.

Osnovni preduvjet svakog ispitivanja je standardizirano uzimanje uzorka krvi kao i vrije-

me od uzimanja uzorka do analize.

Morfolo{ke pretrage i pretrage funkcionalne aktivnosti uvijek zapo~inju odre|ivanjem

njihova broja u krvi i/ili plazmi bogatoj trombocitima; za to~nost takvih pretraga klju~ni su pre-

danaliti~ki uvjeti kao {to su: antikoagulans (K3EDTA), stijenka epruvete (plasti~na ili silikonizi-

rano staklo) i vrijeme i temperatura skladi{tenja (5 sati na 20 °C).

Primjenom metode promjene otpora (impedancije) Wallace-a Coultera za odre|ivanja

mikroskopski malih ~estica na prvim broja~ima zapo~elo je razdoblje u kojem je postignuto

zna~ajno pobolj{anje analiti~ke to~nosti i preciznosti u odre|ivanju broja trombocita.

Razvojem tehnologije dosegnuta je izrazita analiti~ka to~nost (CV = <5%) i preciznost

(CV = <3%) za broj trombocita. Tako su suvremeni analiti~ki sustavi postigli po`eljne analiti~ke

ciljeve prema kriterijima biolo{ke varijabilnosti po Westgardu (po`eljna vrijednost za tromboci-

te CV < 0,5, CV intraindividualno) (http://www.westgard.com/biodatabase1.htm).

Sporna jo{ jedino ostaje to~nost u podru~ju izrazito niskih vrijednosti trombocita ispod

20 � 109 / L, pa je preporuka ICSH (engl. International Council for Standardization in Hemato-

logy) da se u takvim slu~ajevima trombociti odre|uju upotrebom monoklonskog antitijela CD61

metodom proto~ne citometrije.

1.4.1. Prosje~ni volumen trombocita – MPV (eng.mean platelet volume)

Cirkuliraju}i trombociti izrazito su heterogeni po veli~ini te metaboli~koj i funkcionalnoj

aktivnosti tako da je tek uvo|enje ra~unalnih programa u analiti~ke jedinice – hematolo{ke bro-

ja~e – omogu}ilo da suvremeni hematolo{ki analizatori odre|uju to~an i repoducibilan broj

trombocita u izrazito velikom rasponu te mjere i izra~unavaju morfolo{ke pokazatelje tih stanica.
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Na taj je na~in dobiven i trombocitni pokazatelj: prosje~ni volumen trombocita – MPV, – koji

predstavlja aritmeti~ku sredinu svih izbrojenih stanica.

Dosta je proturje~nosti o dijagnosti~kom i klini~kom zna~enju MPV-a iako je veliki broj

ispitivanja u~injen u proteklih dvadeset godina koja su bila usmjerena na njegovo klini~ko

zna~enje.

Naslov nekih po~etnih radova, kao {to je »MPV: Facts or Artefacts?« (Lippi i sur., 1985.),

mo`da bi mogao simbolizirati jedinstvo svih po~etnih upita o klini~kom zna~enju svakoga no-

vog stani~nog pokazatelja, pa tako i MPV-a, ~iju pojavu omogu}uju tehnologije, a za koje je po-

trebno dugo razdoblje da se zaista klini~ki potvrde.

U dosta velikom broju ispitivanja odre|ivani su predanaliti~ki faktori koji su bitni za inter-

pretaciju ovog pokazatelja. Posebno je zna~ajno ispitivanje Bessmana o pove}anju MPV u uzor-

cima s K3EDTA nakon venepunkcije te njegova stabiliziranja nakon dva sata (Bessman,1980.).

Rezultat je to djelomi~ne promjene diskoidnog oblika trombocita u sferi~ni u uvjetima in vitro

nakon kontakta s antikoagulansom i postizanja ekvilibrija nakon dva sata.

Nadalje, sustavno je ispitivan na~in unutarnje i vanjske kontrole kvalitete (Lippi i sur.,

1983.; Lippi i sur., 1984.) koji je rezultirao pove}anjem preciznosti i kontrolnim uzocima krvi s

rasponima stabilnih vrijednosti za MPV. Pri interpretaciji promjena vrijednosti MPV bitno je

uzeti u obzir vrijednosti mjerne nesigurnosti analiti~kog sustava na kojem se odre|uje, te se opti-

malnim mo`e smatrati CV < 2%. Referentni interval je isto tako ispitivan u nizu radova, pri ~emu

je istaknuto da se ispitivanja moraju provoditi u zadanom vremenskom razdoblju neovisno o ko-

jem se mjernom principu radi.

Poznata je varijabilnost volumena (veli~ine) trombocita u usporedbi s brojem trombocita i

normalno postoji inverzni odnos broja i veli~ine: pove}ani volumen prati sni`eni broj trombocita.

Ovaj odnos prikazan je nomogramom (Bessman,1983.). Nomogram pokazuje da je MPV

izme|u 9 do 9,9 fl normalno podru~je volumena za sve trombocite koji su u normalnom rasponu

vrijednosti za broj trombocita. MPV od 7,8 do 8,9 fl ili 9,9 do 12,0 fl mo`e biti ili ne mora u nor-

malnom rasponu. To ovisi o broju trombocita (Bessman i sur., 1981.).

Klini~ko zna~enje MPV-a temelji se na pretpostavci da su ve}i trombociti reaktivniji i mogu

uzrokovati nastanak vi{e trombogenih faktora (Martin i sur., 1992.; Thompson i sur., 1984.).

Ispitivanja su se usmjerila prema odgovorima na dva pitanja:

1. mo`e li MPV, kao lako dostupan pokazatelj, biti i pouzdan pokazatelj aktivnosti trombo-

citogeneze;

2. mo`e li biti pouzdan pokazatelj aktiviranja trombocita.

Iako mehanizam jo{ nije do kraja razja{njen, potvr|eno je da MPV korelira s dinamikom

megakariocitopoeze, odnosno da mla|i trombociti imaju ve}i MPV. Najvjerojatnije je pove}anje
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MPV u slu~ajevima ubrzanoga trombocitnog nestanka povezano s poja~anim stvaranjem interle-

ukina IL-6, IL-11 i trombopoetina koji izravno utje~u na ploidnost megakariocita koji otpu{taju

ve}e i reaktivnije tromobocite (Stohlawetz i sur., 1999.; Richards i sur., 1996.). Na taj na~in od-

govor na prvi upit bio bi potvr|en i u slu~ajevima trombocitopenije u bolesnika koji primaju anti-

neoplasti~ke lijekove kod kojih najprije slijedi pove}anje MPV, a naknadno i broja trombocita

(Bowels i sur., 2006.).

U tra`enju odgovora na drugi upit istra`ivanja su pokazala da ve}i trombociti, koji su uzro-

kom i pove}anoga MPV, imaju ve}u metaboli~ku aktivnost kao preduvjet aktivacije te imaju vi{i

tromboti~ki potencijal (Martin i sur., 1990.).

Ve}i trombociti su strukturno gu{}i, imaju ubrzanu agregaciju induciranu kolagenom te

osloba|aju vi{e sekrecijskih biomolekula, me|u kojima je i serotonin (Shantsila i sur., 2008.).

Kako trombociti imaju zna~ajnu funkciju u patogenezi ateroskleroze i razvoju akutnoga

koronarnog sindroma, razumljivo je da bolesnike oboljele od tih bolesti karakteriziraju reaktiv-

niji trombociti s ve}im MPV-om, {to je potvr|eno u nizu radova pa se smatra da je MPV jedan od

prediktivnih biljega razvoja akutnoga koronarnog sindroma (Van der Loo i sur., 1999.; Greisen-

ger i sur., 2004.; Kilicli-Camur i sur., 2005.).

U daljnjim ispitivanjima potrebno je utvrditi odra`ava li pove}anje veli~ine trombocita

(MPV) njihovo brzo bujanje in vitro u razdoblju od nekoliko minuta do sata, ili je ono odraz ub-

rzane trombopoeze koja rezultira stvaranjem »stresnih« mla|ih trombocita u krvotoku.

Odre|ivanje udjela nezrelih ili retikuliranih trombocita, koje je do sada bilo isklju~ivo mogu}e

metodom proto~ne citometrije, omogu}iti }e uvo|enjem novih tehnologija na analizatore ispitivanja

na velikom broju ispitanika (preduvjet za ispitivanje svakoga prediktivnog biljega) i istovremeno su

put prema razja{njenju ove dileme koju je postavio Tong 1987. godine (Tong i sur., 1987.).

Zanimljivo je da je me|u indirektnim metodama odre|ivanja starosti trombocita, uz MPV

koji ne pokazuje promjene tijekom starenja trombocita, i odre|ivanje koncentracije serotonina

koje je proiza{lo iz pokusa na psima gdje je zapa`eno da stariji trombociti nakupljaju vi{e seroto-

nina (Mezzano i sur., 1991.; Aranda i sur., 1994.).

Aranda i suradnici su 2006. godine ispitivanje nastavili na ljudskim trombocitima i

potvrdili korelaciju koncentracije serotonina i `ivotnog vijeka trombocita (Aranda i sur., 2006.).

Razumljivo je da se ovaj podatak mo`e interpretirati samo u ispitivanju velikog broja bolesnika

te da nije individualno informativan.

1.4.2.Raspodjela trombocita po volumenu – PDW
(engl. platelet distribution width)

Ovaj trombocitni pokazatelj dobiva se isklju~ivo iz krivulje raspodjele trombocita po volu-

menu i, za razliku od direktno izmjerenog MPV- a, isklju~ivo je matemati~ki dobiven pokazatelj.
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Razli~iti hematolo{ki broja~i (analizatori) na razli~ite na~ine definiraju tu {irinu. No, bez

obzira na definiciju, svi predstavljaju mjeru varijacije volumena izbrojene populacije tromboci-

ta. Normalna krivulja raspodjele trombocita po volumenu je ulijevo uko{ena Gausova krivulja

(slika br.1.5) – histogram trombocita.

To zna~i da krivulja nema maksimum oko aritmeti~ke sredine volumena, ve} je pomaknu-

ta vi{e ulijevo. Druga va`na zna~ajka je da iznad 20 fl ima mali broj, tj. povr{ina ispod krivulje je

minimalna i kao takva ide do 70 fl gdje je gotovo nula. Gledaju}i normalnu raspodjelu po volu-

menu mo`emo zaklju~iti da su ve}i broj trombocita kao i srednja vrijednost volumena ispod 10 fl

(cca 7 do 8 fl), a da je manji dio trombocita po volumenu (time i veli~ini) ve}i, te da oni predstav-

ljaju »mla|e« trombocite.Histogram raspodjele trombocita po volumenu prikazan je na slici 1.4.

Klini~ka zna~ajnost PDW-a neupitna je u diferencijalnoj dijagnozi reaktivnih i primarnih

trombocitoza (Osselaer i sur., 1997.) uz neke kasnije uvedene korekcije vrijednosti PDW-a, ali se

postupno ovaj klini~ki »zanemareni« trombocitni pokazatelj po~eo ispitivati u svrhu predvi|anja

trombofilija.

Lokalno aktiviranje trombocita koji imaju ve}i MPV i heterogeniji su pa je i PDW povi{en

mo`e biti dobra pretraga probira za bolesnike koji, uz ostale faktore rizika, mogu razviti akutni

koronarni sindrom; stoga bi ovi lako dostupni i materijalno racionalni hematolo{ki parametri

mogli poslu`iti kao prediktivni faktori rizika, posebno u zemljama s izrazito velikom populaci-

jom kao {to je Indija, {to i navodi skupina autora u svom radu s provokativnim naslovom »Indij-

ski scenarij« (Khandkari i sur., 2006.).

Neki od najnovijih radova pokazuju upravo izuzetno dobru korelaciju povi{enog PDW-a i

biljega trombofilije (Ikara i sur., 2010.) te ga svrstavaju u biljege razvoja aneurizme aorte, dok isto-

vremeno postoje proturje~ni podaci drugih autora koji ne nalaze povezanost PDW-a i poja~ane

agregacije trombocita (De Luca i sur., 2009.) te debljine stijenke aorte (De Luca i sur., 2010.).

Jedan od razloga radi kojih PDW te{ko nalazi klini~ku primjenu je velika varijabilnost u

na~inu izra~una, mjernim jedinicama, pa samim tim i referentnim intervalima za razne analizatore.
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Isto tako, nezanemariva je ~injenica da postoji niz analiti~kih i predanaliti~kih interferen-

cija (mikroagregati trombocita, postojanje vi{estrukih populacija, neadekvatno izmije{an uzorak

krvi) koje se predo~uju na histogramu trombocita. Zbog toga se poku{alo uklju~iti novi pokaza-

telj koji pokazuje koliko se krivulja raspodjele po volumenu izmjerene populacije trombocita

razlikuje od normalne; taj je pokazatelj nazvan PDW ostatni (Leni~ek Krle`a i sur., 1999.).

Ovako korigirani parametar bolji je pokazatelj u diferencijalnoj dijagnostici esencijalnih i

reaktivnih trombocitoza od izmjerenog PDW.

Usprkos tome, u kasnijim radovima potvrdila se zna~ajnost PDW i MPV u etiologiji trom-

bocitoza gdje su sekundarne – mahom reaktivne radi infekta, ili maligne bolesti karakterizirane

ni`im MPV i PDW od primarnih ili klonalnih trombocitoza koje su prisutne u mijeloproliferativ-

nim bolestima (Tafazzoli i sur., 2006.)

Razli~iti hematolo{ki analizatori na razli~ite na~ine definiraju PDW, bilo kao koeficijent

varijacije MPV ili standardnu devijaciju MPV.

Iz toga neminovno proistje~u i razlike u referentnim intervalima za razli~ite analiti~ke su-

stave.

Ispitivanje referentnog intervala za svaki analiti~ki sustav je preporuka ICSH, te se ve} na-

laze radovi s takvim ispitivanjima koji predstavljaju put ka standardizaciji ovoga stani~nog po-

kazatelja koji je, neovisno o navedenim manjkavostima, mjera varijacije ili heterogenosti izbro-

jenih trombocita (Farias MG i sur., 2010.).

Za sada se mo`e smatrati da je najve}a ispitana baza podataka iz studije NHANTES III

(National Health and Nutrition Examination Survey Home), objavljena u ~asopisu Laboratory

Hematology 2004. godine u kojoj je dobivena normalna vrijednost PDW-a u rasponu 15,0% –

17,8% (Calvino Ka Wing Cheng i sur., 2004.).

U~injen je bitan pomak u analiti~koj to~nosti i preciznosti jer novije komercijalne kontrol-

ne krvi omogu}avaju izra~un mjerne nesigurnosti, pri ~emu je po`eljan CV koji zadovoljava kri-

terije biolo{ke varijabilnosti s vrijednosti manjoj od 1,4%. Iz toga slijedi da u ispitivanju klini~ke

zna~ajnosti ovoga stani~nog pokazatelja postaje mogu}e odrediti koliko mjerna nesigurnost

utje~e na razinu klini~kog odlu~ivanja.

Heterogenost veli~ine trombocita uvjetovana ve}om koli~inom aktiviranih trombocita kao

sredi{njih stanica sustava zgru{avanja treba promatrati u cjelovitosti ravnote`e hemostatskog su-

stava u kojem se stalno odvija proces zgru{avanja na razini mikrotrauma koji, kao takav, nije pa-

tofiziolo{ki proces. Hipoteza autorice brojnih radova o serotoninu u trombocitima Elisabethe

Maurer–Spurej je da upravo trombocitni serotonin ima va`u ulogu u odr`avanju ravnote`e

izme|u zgru{avanja i fibrinolize interakcijom sa specifi~nim plazmatskim proteinima (Mau-

rer-Spuraj., 2005.).
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1.4.3. Retikulirani trombociti (engl. reticulated platelets)

Retikulirane trombocite prvi je opisao Ingram 1969. godine promatraju}i ih svjetlosnim

mikroskopom u pripravcima obojenim novim matilenskim plavilom, pri ~emu je kao i u retikulo-

citima zapazio karakteristi~ne ostatke nukleinskih kiselina – prete`ito citoplazmatske RNK, te ih

je nazvao retikulirani trombociti koji su analogni retikulocitima eritrocitne loze. Tek je Lee sa su-

radnicima 1986. godine opisao upotrebu fluorescentne boje tiazol-oran` – TO (engl. thiazole

orange) koja boji DNK i RNK, te metodom proto~ne citometrije omogu}uje analiziranje stanica

bez jezgre.

Prvi rad o dijagnosti~koj zna~ajnosti retikuliranih trombocita objavili su Kienst i Schmitz

1990. godine u kojem su obradili bolesnike s trombocitopenijom razli~ite etiologije (Kienst i

Schmitz, 1990.). Ispitivanja na animalnom modelu pokazala su da retikulirani trombociti ostaju

u krvotoku 24 do 36 sati te da se nakon toga progresivno smanjuje koli~ina DNK i njihov volu-

men (Ault i sur., 1995.).

Nakon toga je slijedilo dosta radova u kojima su autori rabili modifikacije metode.

Jedno od osnovnih pitanja na koje je zastupljenost retikuliranih trombocita pru`ala poten-

cijalan odgovor je: mo`e li se diferencijalno dijagnosti~ki njihova vrijednost upotrebiti u raz-

ja{njenju etiologije trombocitopenija, {to je bio cilj i po~etnog ispitivanja Kiensta i Schmita.

Trombocitopenija ima tri osnovna razloga nastanka: 1. nedovoljno stvaranje u ko{tanoj sr`i, 2.

poja~ana razgradnja, 3. abnormalno skladi{tenje u slezeni.

Aspiracijska punkcija i biopsija ko{tane sr`i bila je metoda koja se smatrala zlatnim stan-

dardom u diferencijalnoj dijagnostici. Pojava neinvazivne metode proto~ne citometrije omo-

gu}ila je jednostavniju i to~niju dijagnostiku. Rezultati radova pokazali su da je broj retikuliranih

trombocita zna~ajno povi{en (>40%) kod trombocitopenija uzrokovanih perifernim razaranjem

ITP (Diguatro i sur., 2009.). U slu~ajevima hipoplazije ili aplazije ko{tane sr`i te tijekom kemo-

terapija potvr|en je jednak broj retikuliranih trombocita kao i u kontrolnoj skupini (Richards i

sur., 1996. i Yasunari i sur. 2009.).

Iskorak u dostupnosti ovoga stani~nog pokazatelja u~injen je razvojem tehnologije hema-

tolo{kih analizatora koji unazad nekoliko godina imaju mogu}nost da iz uzorka krvi upotrebom

boje tiazol-naran~asta, koja se rabi u proto~noj citometriji, odrede trombocite s ostatkom cito-

plazmatske mre`ice bogate s RNK.

Osnovno mjerno na~elo odre|ivanja retikuranih trombocita je zasnovano na mjerenju ra-

sapa monokromatske svjetlosti lasera, pri ~emu je stanica obojena fluorescentnom bojom koja se

ve`e na stani~nu RNK, u dodiru s laserskom zrakom od 488 nm fluorescira kod 530 nm i mjeri se

opti~kom metodom. Trombociti sadr`e razli~itu koli~inu RNK te stoga daju razli~itu ja~inu

opti~kog signala. Razvijena je tehnologija (Abbott, Sysmex) koja vrlo brzo daje podatak o udjelu

retikuliran trombocita ili IPF (engl. immature platelet fraction).
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Upotrebom takve tehnologije potvr|ena je zna~ajnost povi{enja retikuliranih trombocita u

bolesnika nakon presa|ivanja ko{tane sr`i kao pokazatelja ulaska u remisiju (Takami i sur.,

2007.), a zatim kao dobroga ranog biljega oporavka nakon terapije antineoplasti~nim lijekovima

(Chaoi, 2005.), {to sve ima za posljedicu racionaliziranje transfuzije koncentratima trombocita

(Briggs i sur., 2006.). Rezultati ispitivanja retikuliranih trombocita u bolesnika s cirozom jetre

pokazali su ni`e vrijednosti, {to mo`da ukazuje da hipoteza o smanjenom broju trombocita u

ovih bolesnika nije samo rezultat razaranja u slezeni ve} i ni`e aktivnosti ko{tane sr`i (Panasuik i

sur., 2004.). U prilog tome idu ispitivanja koja su pokazala da je jedan od klju~nih posrednika ob-

nove hepatocita serotonin iz gustih granula trombocita koje su prisutne ve} u retikuliranim trobo-

citima, iz ~ega proizlazi da sadr`e samo serotonin unesen u megakariocitima (Lesurtel i sur.,

2006.).

Postoje i dalje problemi oko standardiziranja ove metode jer nema kontrolnog materijala i

referentne metode, a raspon vrijednosti koji se smatra normalnim varira ovisno o tehnologiji tako

da su literaturni podaci u rasponu od < 1% do 6,1% za odrasle osobe (Brigs i sur., 2006.; Chaoi i

sur., 2005.). Ispitivanja Yasunari Abe i suradnika potvrdila su rezultate ispitivanja Briggsa i su-

radnika, te time istodobno potvrdila da nema razlike u razli~itim etni~kim skupinama i da bi se

kao grani~na vrijednost aktiviranja trombopoeze mogla uzeti 7,7%, pri kojoj je najve}a osjetlji-

vost i specifi~nost uz indeks pouzdanosti od 95% (Yasunari Abe i sur., 2006.).

1.5. Osnove fizilogije serotonina u organizmu sisavaca

Serotonin je najprije otkriven kao sna`an periferni vazokonstriktor (Rappport 1948.), a tek nak-

nadno je utvr|eno da pripada u glavne neuroprijenosnike koji sudjeluju u slo`enim neuronskim

komunikacijama. Serotonin uz histamin spada u skupinu biogenih amina koji imaju veliku i raz-

novrsnu biolo{ku aktivnost i rasprostranjenost u biljnom i `ivotinjskom svijetu.

Serotonin, ili 5-hidroksi-triptamin (5HT), nastaje iz aromatske esencijalne aminokiseline

L-triptofana (iz koje jo{ nastaje i nikotinamidski prsten u NAD+) djelovanjem enzima tripto-

fan-hidroksilaze i hidroksi-triptofan-dekarboksilaze.

Periferni serotonin metabolizira se u jetri djelovanjem enzima monoaminooksidaze (MOA)

koja ga razgra|uje u 5-hidroksi-indol octenu kiselinu -5-HIIA (eng5-hidroxyindolacetic acid)

koja se izlu~uje mokra}om. Povi{ene vrijednosti 5-HIIA u mokra}i nalaze se u slu~ajevima kar-

cinoidnog sindroma kao posljedica sintetiziranja serotonina karcinoidnih stanica. Na slici 1.5

prikazana je sinteza i katabolizam serotonina.

Serotoninsku homeostazu u organizmu sisavaca mo`emo na~elno razmatrati kroz dva ana-

tomski i funkcionalno odvojena odjeljka: centralni, koji obuhva}a sredi{nji `iv~ani sustav, te peri-

ferni, koji se odnosi na druga tkiva, ponajprije na enterokromafine stanice sluznice tankog crijeva.
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Ovi su odjeljci odvojeni za serotonin uvjetno re~eno – nepropusnom, krvnomo`danom

branom koja propu{ta serotoninski prethodnik triptofan i omogu}ava sintezu serotonina u sero-

toninskim neuronima koji su okupljeni u jezgrama rafe smje{tenim u mo`danom deblu i daju

projekciju u gotovo sve dijelove mozga i kralje`ni~ke mo`dine (Arora i sur., 1984.; Frazer i sur.,

1994.; Fuller, 1986.). Dugo se vjerovalo se da serotonin radi svojih kemijskih svojstava ne prola-

zi krvnomo`danu branu, ali novija istra`ivanja pokazuju da serotonin mo`e pro}i endotelne sta-

nice brane koriste}i serotoninski transporter (Nakatani 2008.; Marc 2010.).

Na isti na~in propu{taju i metabolit 5-hidroksi-indol-octenu kiselinu.Za sada se nije poka-

zala diretna povezanost izme|u aktivnosti neuroprijenosnika u mozgu i njihovog lu~enja uri-

nom, ipak najnovija istra`ivanja sugeriraju mogu}nost pra}enja aktivnosti CNS odre|ivanjem

koli~ine serotonina u urinu (Marck, 2010.)

Glavno mjesto sinteze perifernog serotonina su enterokromafine stanice gastrointestinalne

sluznice tankog crijeva koje ga otpu{aju u portalni krvotok gdje se preko trombocitnog prijenosni-

ka gotovo 99% cirkuliraju}eg serotonina unosi u trombocite, a preostala koli~ina slobodnog amina

dolazi do svojih glavnih metaboli~kih mjesta – plu}a i plu}ne mikrovaskulature (Fuller, 1986.).
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Prema novijim istra`ivanjima klju~ni enzim u sintezi serotonina iz triptofana – triptofan-hidroksi-

laza TPH (TPH-eng. Tryptophan hydroxylase) nalazimo u sisavaca u dvije isoforme koje su

smje{tene upravo na mjestima sinteza serotonina (Savelieva, 2008; Liu, 2008). Triptofan hidroksi-

laza tip 1(TPH1) je smje{ena u perifernom sustavu dok je tip 2 (TPH2) predominantna u mozgu.

Serotonin pripada u glavne neuroprijenosnike koji sudjeluju u slo`enim neuronskim ko-

munikacijama. Serotonin posreduje u ~itavom nizu centralnih i perifernih funkcija. Me|u osta-

lim, smatra se da je uklju~en u modulaciju brojnih fiziolo{kih funkcija kao {to su prehrana, spa-

vanje, seksualno pona{anje, cirkadijalni i neuroendokrini ritmovi i drugo.

Smatra se da je uklju~en u modulaciju pona{anja i homeostatskih procesa u organizmu: re-

gulaciji raspolo`enja, kognitivnih i motori~kih funkcija, te regulaciju disanja i kardiovaskularne

funkcije (Lucki, 1998.)

Sli~nost izme|u nekih serotoninskih elemenata na trombocitu i u mozgu prvi je put uo~ena

krajem {ezdesetih godina pro{log stolje}a (Pletcher, 1968.).

Od otkri}a brojnih podudarnosti izme|u trombocitnoga serotoninskog sustava i serotoner-

gi~nih neurona prihva}eno je da trombocitni sustav kao »zrcalna slika« postane periferni poka-

zatelj serotogeni~kog sustava i predstavlja model (Pletcher A. Platelets as peripheral models for

neuropsychiatry; 1991.) na kojem se vrlo intenzivno provode istra`ivanja.

Prema rije~ima Branimira Jerneja lako je prihvatiti taj eksponencijalni rast radova u po-

dru~ju neuroznanosti koji koriste ovaj periferni model »... jer se laganom venepunkcijom dobiva

homogena vijabilna populacija humanih stanica – trombocita, koje imaju dosta elemenata neuro-

na koji nisu direktno dostupni za in vivo istra`ivanje.« (Jernej, 1995.).

Sli~nosti i razlike izmedu trombocita i serotonergi~kih neurona prikazane su u tablici 1.1.

Tablica 1.1. Sli~nosti i razlike izmedu trombocita i serotonergi~nih neurona

Serotonergi~ni neuroni Trombociti

sli~nosti

Serotonin pohranjen u gustim granulama i vezikulama

Aktivni transport preko transmembranskog transpotrtera 5HTt

Vezuju}a mjesta 3H-paroxetine, 3H-imipramine

Serotoninski receptor 5-HT2A

MOA tip B

razlike

TPH2- Sinteza serotonina Ne sintetizira se serotonin

Funkcija:
Neuroprijenosnik

Funkcija;
degranuliranjem – vazokonstrikcija i agregacija
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1.5.1. Serotoninski sustav u trombocitima

Uz serotonergi~ne neurone i enterokromafine stanice, trombociti pripadaju u stanice naj-

bogatije serotoninom. Iako se trombociti anatomski, funkcionalno i ontogenetski bitno razlikuju

od `iv~anih stanica, elementi trombocitnog serotoninskog sustava gotovo su identi~ni onima u

serotonergi~nim neuronima, kao {to je prikazano u tablici br. 1.1. Za razliku od `iv~ane stanice,

trombociti ne provode elektri~ne impulse, nemaju jezgru, ne sintetiziraju amine (pa tako ni sero-

tonin) i imaju kra}i `ivotni vijek (Michelson i sur., 2002.).

Osnovno na~elo koje bi trebalo biti postojano u svim usporedivostima serotoninskog su-

stava trombocita i neurona je da, osim nemogu}nosti sinteze serotonina, njegovo otpu{tanje ima

temeljno razli~ite posljedice.

Otpu{tanje iz neurona rezultira neuronskom komunikacijom dok je degranulacija trombo-

cita prvi stupanj u procesu agregacije klju~ne za zgru{avanje.

Istra`ivanja koja su rezultirala spoznajama o elementima serotoninskog sustava tromboci-

ta dio su sveukupnoga znanstvenog interesa prema identificiranju promjena na morfologiji, me-

taboli~koj aktivnosti i funkcionalnoj aktivnosti trombocita koje bi mogle biti dijagnosti~ki poka-

zatelji u kombinaciji s odre|enim sindromima, ali i prediktivni i/ili koreliraju}i biljezi odgovora

na terapiju u bolesnika s du{evnim poreme}ajima kao {to je to predvi|ao Sthal u svom radu iz

1977. godine: »The human platelets; diagnostic and research tool for study of biogenic amines in

psychiatric and neurological disorders«.

^etiri elementa u trombocitnom serotoninskom sustavu su vrlo opse`no ispitivana: seroto-

ninski transporter ili prijenosnik (5HTt) stani~ni serotoninski receptor (5HT-2A), enzim monoa-

minookidaza-B(MAO-B), te serotonin (5HT) u gustim granulama trombocita.

1.5.2. Transport serotonina – serotoninski transporter

Evolucijski visoko konzerviran serotoninski transporter (SERT ili 5HTt) regulira ~itav se-

rotogeni sustav i njegove receptore preko modulacije izvanstani~ne koncentracije serotonina.

Ovaj transmembranski protein nije isklju~ivo prijenosnik serotonina ve} ima odre|enu

sposobnost transporta drugih endogenih amina poput dopamina (Massom i sur., 1999.).

Primarna struktura serotoninskog prijenosnika utvr|ena je 1991. godine (Blakely i sur.,

1991.), a nakon toga izuzetno va`an podatak da je 5HTt u svim stanicama identi~na (Lesch i sur.,

1993.).

5HTt nalazi se na membrani stanica posteljice, kromafinih stanica nadbubre`ne `lijezde,

endotelu plu}nih kapilara, u epitelnim stanicama mukoze crijeva, dio je serotoninskog sustava

parafolikularnih stanica {titnja~e i trombocitnoga serotoninskog sustava.
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U mozgu serotoninski prijenosnik zauzima sredi{nje mjesto u procesu brze eliminacije ne-

uroprijenosnika iz sinapti~ke pukotine u presinapti~ki krajnji neuron i stoga je izravno uklju~en u

regulaciju serotonergi~nog neuroprijenosa (Uebellhack i sur., 2006.).

Iako jo{ nije do kraja razja{njena korelacija funkcije 5HTt u serotogeni~nim neuronima i

trombocitima, smatra se da postoji analogija po kojoj serotoninski prijenosnik na trombocitnoj

membrani uklanja farmakolo{ki aktivan serotonin iz krvne plazme unosom u trombocit gdje se

jednim dijelom metabolizira, a dijelom pohranjuje u granule (Rausch i sur., 2005.).

1.5.2.1. Struktura i na~in djelovanja serotoninskog transportera

5HT-transporter najbolje je opisan u ~ovjeka i u {takora. U obje vrste 5HTt je integralni

membranski protein sastavljen od 630 aminokiselina. Krajevi polipeptida N i C nalaze se unutar

stanice, a 12 hidrofobnih regija tvori transmembranska podru~ja (domene). Od 12 transmem-

branskih domena, domenu 3 i 4 povezuje velika izvanstani~na petlja koja ima po 2 mjesta za gli-

kozilaciju. Dr`i se da je 12. domena uklju~ena u vezivanje supstrata: serotonina i antagonista te

antidepresiva (Barker i sur., 1996.).

Iako kodirani istim genom, ljudski 5HTt na serotogeni~nim neuronima i perifernim tkivi-

ma razlikuju se po stupnju glikoziliranosti molekula proteina (Ramamoorthy i sur., 1993.). Gen

koji kodira serotoninski prijenosnik u neuronima i na plazmatskoj membrani perifernih tkiva na-

lazi se u ~ovjeka na kromosomu 17 u regiji 17q11.1.1–17q12 (Murphy i sur., 2004.).

Razlike u izra`aju i funkciji serotoninskog prijenosnika, koje su produkt varijabilnosti gena

5HTt, povezane su s mnogim poreme}ajima u ljudskom organizmu (Kirchneier i sur., 2004.).

Poreme}aji kinetike 5HT na trombocitnoj membrani opisani su u etiopatogenezi nekih psi-

hijatrijskih bolesti kao {to su depresivni poreme}aji, opsesivno-kompulzivni poreme}aji, pa-

ni~na stanja i drugo.

Unutar makromolekularnog proteinskog kompleksa 5HTt u serotonergi~nom neuronu na-

lazi se vezno mjesto za antidepresive preko kojih se inhibira aktivan unos 5HT (Schloss,1998).

Nesrazmjerno sna`na eliminacija serotonina iz sinapti~ke pukotine posredovana sa 5HTt i

posljedi~no nedostatni sinapti~ki prijenos 5HT kod depresivnih bolesnika poku{ava se terapijski

korigirati farmakolo{kom blokadom serotoninskog prijenosnika sa svrhom du`eg zadr`avanja

neuroprijenosnika u sinapti~koj pukotini i pobolj{anja neurotransmisije. Antidepresivi inhibira-

ju aktivan unos 5HT uzrokuju}i alosteri~ke promjene na prijenosniku.

To je jedan od razloga za brojne molekularne analize 5HTt, posebno u bolesnika s du{ev-

nim poreme}ajima u kojih je potvr|ena smanjena ili povi{ena serotogeni~na neurotransmisija.

Istovremeno predmetom farmakogeneti~kih ispitivanja je polimorfizam gena 5HTt jer

ovaj prijenosnik predstavlja glavno ciljno mjesto za razli~ite antidepresive (Malison 1998.;

Muck-Seler. 2005)
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1.5.3. Pohrana serotonina u trombocitima

Kinetika prijenosa serotonina u trombocite vrlo se intenzivno istra`ivala unatrag 40 godi-

na. Prema podacima Crawforda (Crawford i sur., 1965.) ljudski trombociti sadr`avaju normalno

od 150 do 600 ng serotonina na 109 trombocita, dok je koncentracija slobodnog serotonina u

plazmi manja od 30 ng/ml.

U istra`ivanjima su posebno istra`ivana dva aspekta. Prvo je bilo potrebno razviti model in

vitro koji }e omogu}iti pra}enje unosa serotonina kako bi se razjasnio prijenos koji se odvija pro-

tiv koncentracijskog gradijenta (konc. serotonin trombociti : plazma – 1000:1) i, drugo, poku{ati

razjasniti faktore koji su bitni u toj kinetici. Sama se metodologija u tom razdoblju dosta ispitiva-

la jer je postojala velika heterogenost u rezultatima kinetike unutar fiziolo{kih uvjeta (Pletscher i

sur., 1968.; Born i sur., 1972.; Codd i sur., 1987.; Jernej i sur., 2000.). Razvijen je model u kojem

su definirani eksperimentalni uvjeti: optimalan broj trombocita u plazmi bogatoj trombocitima

(PRP), koncentracije 14C serotonina do zasi}enja, puferski sustav (Tuomisto, 1978.; Malgren,

1981.; Banovi}. i sur., 2010.), koji su potrebni za razja{njenje zna~ajki serotoninske trombocitne

kinetike.

U procesu nakupljanja serotonina u trombocite posreduju dva prijenosnika. Na membrani

trombocita nalazi se opisani proteinski 5HTt, transportni protein koji omogu}ava unos serotoni-

na iz krvne plazme u unutra{njost trombocita. Pokreta~ku snagu za unos 5HT u stanicu ~ini ko-

transport Na+ i Cl– u smjeru njihova elektrokemijskog gradijenta, te istovremeni antiport K+/H+

iz stanice, pri ~emu elektrokemijski gradijent Na+ i K+ odr`ava Na+–K+ ATP-aza (Rudnick i sur.,

1993.). Na vezno mjesto 5HTt, okrenuto vanjskoj okolini, ve`u se Na+, 5HT i Cl–. Tada molekula

5HTt mijenja konformaciju pa se vezno mjesto liganada okrene prema unutra{njosti stanice. Li-

gandi se otpu{taju u citoplazmu, a za 5HTt ve`e se stani~ni K+ ili H+ (ako nedostaje K+) te se po-

novnom promjenom konformacije otpu{taju izvan stanice. Nakon aktivnog unosa u trombocitnu

citoplazmu serotonin mo`e biti podvrgnut ili enzimskoj razgradnji posredovanoj enzimom

MAO-B ili unesen u unutra{njost granula pomo}u prijenosnika koji se mo`e potvrditi proto~nom

citometrijom koriste}i monoklonsko antitijelo CD63 smje{teno na membrani gustih granula, a

pomo}u visoko u~inkovite protonske ATP-aze (Rudnick i sur., 1977.).

Rezultati istra`ivanja potvrdili su maksimalna brzina (Vmax) unosa u trombocite odra`a-

va broj prijenosnika na membrani i njeno postizanje povezano je s koncentracijom serotonina u

plazmi, {to obja{njava brzinu kojom cirkuliraju}i trombociti unesu slobodni serotonin sintetizi-

ran u enterokromafinim stanicama. Aktivan unos serotonina u stanicu slijedi saturacijsku kineti-

ku (kinetiku zasi}enja) i opisuje se parametrima (kinetskim konstantama Km i Vmax) u skladu s

Michaelis-Mentenovim zakonom enzimske kinetike (Jernej. i sur., 2000.). Prijenos serotonina u

trombocite je elektroneutralan jer je zbroj negativno i pozitivno nabijenih iona koji se kre}u pre-

ko membrane jednak nuli i saturabilan je.
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Rezultati longitudinalnog pra}enja koncentracije serotonina u trombocitima u fiziolo{kim

uvjetima u zdravoj populaciji pokazuju intraindividualnu stabilnost s obzirom na dinami~no

odr`avanu ravnote`u izme|u slobodnoga plazmatskog i trombocitnog serotonina koja je izravno

kontrolirana upravo unosom serotonina u trombocite (Jernej i sur., 1991.; Eynard i sur., 1993.).

1.5.4. Trombocitni Serotoninski receptor

Trombocitni receptori predstavljaju mjesta me|ustani~nog i izvanstani~nog kontakta

trombocita, te su uz granule njihova stani~na specifi~nost.

Spoznaja o broju receptora stalno se pove}ava tako da je do sada poznato 45 razli~itih

struktura koje su svrstane u 5 osnovnih skupina.

Iako je primarna funkcija trombocita vezana za odr`avanje sustava hemostaze, jasno je da

glavnina recepora ipak nije samo isklju~ivo usmjerena na tu stani~nu aktivnost. U prilog ovoj

tvrdnji mogu se navesti klini~ka stanja u kojima je sustav zgru{avanja, ukoliko nema poreme}aja

funkcionalane aktivnosti trombocita, odr`avan i sa 10% normalnog broja cirkuliraju}ih trombo-

cita). Velika heterogenost receptorskog fenotipa omogu}ava ovim stanicama bez jezgre (nemo-

gu}nost sintetiziranja proteina de novo) odr`avanje fiziolo{kog sustava hemostaze te poticanje

patolo{kih tromboti~kih zbivanja samo malom po~etnom promjenom (Clemston K. Platelet re-

ceptors. U: Platelets. 2. izd. San Diego: Elsevier Inc., 2007; 117–127).

Jedno od najzanimljivijih pitanja u prou~avanju trombocitnog serotonina bilo je upravo

vezano za receptore, odnosno razja{njenje mehanizma kojim isti receptor inicira unos 5-HT u

trombocite i/ili aktivaciju trombocita.

1.5.5. Serotonin i funkcionalni trombocitni odgovor
– aktivacija i agregacija

Razvojem opti~ke agregometrije Born je 1968. godine postavio temelje za ispitivanja pro-

cesa agregacije trombocita u uvjetima in vitro. Agregometrijska mjerenja pokazala su da je 5-HT

inducira agregaciju, ali do odre|ene koncentracije nakon koje nastupa inhibicijsko djelovanje

(Baumgartner i Born, 1969.).

Ti su rezultati upu}ivali na odre|enu vrstu autoinhibicije aktivacije trombocita potaknute

serotoninom i istovremeno usmjerili istra`ivanja prema kompleksu receptora i serotonina te di-

socijaciji serotonina nakon ulaska u stanicu. Rezultati istra`ivanja pokazali su da izravan u~inak

serotonina na trombocitnu aktivaciju nastaje tek kada postoje slobodni receptori, odnosno kada

su zasi}ene guste granule.

U prilog tome je potvr|ena povezanost koncentracije serotonina u trombocitima {takora i

ja~ine njihove agregacija (Banovi} i sur., 1993.). Specifi~nom blokadom serotoninskog recepto-
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ra ketanserinom mogu se inhibirati oba u~inka serotonina na trombocitni odgovor te se time

potvr|uje va`nost slobodnih receptora za aktivaciju (De Clerck i sur., 1984.; Jernej i sur., 1994.).

Na povr{ini trombocita kao dio serotoninskog trombocitnog sustava, poznat je jedan sero-

toninski receptor, tj. 5HT-2A koji se u klasifikaciji trombocitnih receptora ubraja u skupinu od

sedam transmembranskih heterogenih receptora agonista koji induciraju brzu aktivaciju trombo-

cita. Receptor je vezan na G-proteine i vezivanjem serotonina na receptor dolazi do poreme}aja

koncentracije Ca2+ koja je klju~ni regulator fosfolipidne asimetrije plazmatske stani~ne mem-

brane te posljedi~no akitvacije trombocita (Kagaya. i sur., 1992.). Aktivacija trombocita naru{ava

fosfolipidnu asimetriju te dolazi do premje{tanja negativno nabijenih fosolipida iz unutarnjeg u

vanjski dvosloj pa se sadr`aj fosfatidilserina na vanjskoj membrani dramati~no pove}ava, a nje-

govo izlaganje na vanjskoj membrani je nu`no za stvaranje prokoagulacijske povr{ine jer se na

njega ve`u ostaci g-karboksiglutaminske kiseline faktora zgru{avanja (Heemskerk i sur., 2002.).

Mehanizam koji dovodi do ove po~etne promjene fosfolipida nije u potpunosti razja{njen,

ali se smatra da je za nju odgovorna fosfolipidna »skramblaza« (engl. phospholipide scramblase,

PLSCR1) koja se aktivira porastom koncentracije citoplazmatskog Ca2+ (Sims i sur., 2001.). No-

vija su istra`ivanja pokazala da je ova regulacija membranskih fosfolipida klju~na za funkcional-

nu aktivnost i drugih krvnih stanica (Countrey Frasch. i sur., 2004.).

Osim opisanog procesa aktivacije trombocita, serotonin je autokrini agonist koji u procesu

otpu{tanja putem egzocitoze izlazi iz gustih granula zajedno s ATP-om potrebnim za proces akti-

vacije. Stimulacija trombocita trombinom, kolagenom, te ADP-om mobilizira unutarstani~ni

Ca2+, {to dovodi do fuzije granularne i plazmatske membrane i otpu{tanja pohranjenog serotoni-

na (Murer i sur., 1981.).

1.6. Metodologija analiziranja aktiviranih trombocita

Detekcija aktiviranih trombocita in vivo vjerojatno predstavlja signal neposredne ili po~etne hi-

perkoagulabilnosti, ali to treba dokazati odgovaraju}im tehnikama.

Me|utim, zbog rukovanja uzorkom tijekom analize te{ko je razlikovati aktivirane trombo-

cite in vivo od trombocita dodatno aktiviranih in vitro. Od mno{tva metoda koje su opisane u lite-

raturi o~ito je da jo{ uvijek ne postoji suglasje oko jedne laboratorijske pretrage kao zlatnog stan-

darda za analizu aktiviranih trombocita in vivo. Metodologija koja se primjenjivala mo`e se po-

dijeliti prema vrsti promjena koje se zbivaju u trombocitu tijekom aktivacije.

Park i suradnici su kao pokazatelj aktiviranih trombocita koristili morfolo{ke promjene

koja se odra`avaju na promjeni MPV-a (Park i sur., 2002.). U ovoj studiji, kao i ostalim utemelje-

nima na odre|ivanju MPV, ostaje upitna predanaliti~ka i analiti~ka to~nost uzorka, o ~emu je ve}

raspravljano u ovom radu.
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Zatim su metodama proto~ne citometrije mjereni povr{inski aktivacijski biljezi, pri ~emu

su to uglavnom bili biljeg P-selektina (CD-62P) i integrinskog kompleksa CD-63 (Israels i sur.,

2001.; Klinkehardt i sur., 2005.). U ovim studijama aktivacije trombocita in vivo jedno od glav-

nih proceduralnih pitanja je na~in fiksacije uzorka koji mora sprije~iti aktivaciju in vitro.

U me|uvremenu su se razvile metode koje se temelje na funkcionalnoj aktivnosti, pri

~emu je mjerenje oslobo|enog serotonina iz granula postavljeno kao zlatni standard odre|ivanja

aktiviranih trombocita jer predstavlja najvjerodostojniji biolo{ki test. Ova su mjerenja uglavnom

provo|ena metodama HPLC, ELISAili (C14) obilje`enim serotoninom (Dale i sur., 2002.; Gobbi

i sur., 2003.). Ostaje i dalje problem zahtjevne tehnologije te financijski skupih monoklonskih

antitijela koji ograni~avaju ove metode.

1.7. Poreme}aji raspolo`enja

Poreme}aji raspolo`enja, kao {to i sam naziv govori, imaju kao osnovno obilje`je poreme}eno

(povi{eno ili sni`eno) raspolo`enje.

Najvi{e kori{teni kategorijski sustavi za dijagnosticiranje psihijatrijskih poreme}aja su

Dijagnosti~ki i statisti~ki priru~nik (engl. Diagnostic and Statistic Manual, 4th Edition –

DSM-IV, APA, 1994) i Me|unarodna klasikacija bolesti (engl. International Clasification of Di-

seases, 10th revision, ICD-10, WHO, 1993)

Izraz depresija dolazi od latinske rije~i depressum {to zna~i poti{tenost. Depresija je stara

koliko i ~ovje~anstvo, smatra se jednom od najranije opisanih bolesti u povijesti medicine.

U 4. stolje}u pr. K. Hipokrat je iznio humoralnu teoriju nastanka melankolije smatraju}i da

se bolest razvija kada se crna `u~ (melanos – crn, chole – `u~) izlije i dospije do mozga od ~ega i

dolazi naziv melankolija.

Opisi bolesti nastavili su se kroz povijest medicine, u periodu staro rimske medicine to je

opisao Araetus iz Kapadokije, u drugom stolje}u novog vijeka nagovijestio je povezanost depre-

sivnoga oboljenja s poreme}ajima koji podsje}aju na maniju, a Galen u isto vrijeme, kao prista{a

humoralne teorije, opisuje depresivni poreme}aj. U svom dijelu iz 1621., »Anatomy of melan-

choly«, autor, engleski sve}enik Robert Burton, opisuje psiholo{ke i socijalne uzroke povezane s

melankolijom. Zna~ajnija istra`ivanja i razmatranja na podru~ju dijagnostike i lije~enja depre-

sivnog poreme}aja po~inju tek u 19. stolje}u (U Wallace RE IV, Gach J, editors. History of

Psychiatry and MedicalPsychology. New York: Springer; 2006)

Bleuler je u svojim opisima ravnopravno upotrebljavao termin melankolija i depresija. On

je 1911. godine jasnije razgrani~io mani~nodepresivnu psihozu, koja ima remitiraju}i tijek, od

drugih afektivnih i ostalih psihoza. Dosada{nji poku{aji klasificiranja depresija uglavnom se na-
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laze na deskriptivnoj, odnosno simptomatskoj razini. Ve}ina autora prihva}a podjelu depresija

na dvije osnovne grupe: endogene i egzogene depresije

Depresija predstavlja vrlo ~esto poreme}aj, `ivotni rizik za oboljenje od velikog depresiv-

nog poreme}aja iznosi pribli`no 15% (Bland, 1997.). Depresija uzrokuje zna~ajne obiteljske,

profesionalne i socijalne pote{ko}e, dovodi do radne i socijalne disfunkcionalnost, sa procjenom

da depresija ~ini 13–14% od svih disfunkcionalnosti i prerane smrti u svijetu. Istovremeno je to i

jedan od najte`ih poreme}aji u psihijatriji jer ~ak do 15% osoba zavr{ava `ivot samoubojstvom

(Bostwick i sur., 2000.), a kod osoba iznad 55 godina op}a smrtnost je i do 4 puta ve}a. Pore-

me}aj je kroni~an tako da je vjerojatnost nastanka sljede}ih epizoda depresije nakon prve epizo-

de 50–60%, nakon druge 70%, a nakon tre}e ~ak 90%.

Depresivni je poreme}aj u ukupnoj populaciji na ~etvrtom mjestu po u~estalosti, s udjelom

od 4,5% u globalnom teretu bolesti, dok depresija za `ene predstavlja drugi po redu zdravstveni

problem. Svjetska zdravstvena organizacija predvi|a da }e depresija do 2020. godine postati

drugi zdravstveni problem u svijetu iza ishemijske bolesti srca s udjelom od 5,7%, a kod `enske

populacije vode}i zdravstveni problem. Rizik oboljenja od velikog depresivnog poreme}aja

(VDP) ~e{}i je 1,6–3,1 puta kod `ena nego kod mu{karaca sa zna~ajnom disproporcijom u Sje-

dinjenim Ameri~kim Dr`avama i zemljama zapadne Europe. Razlika me|u spolovima po~inje se

uo~avati u periodu puberteta, uo~eno je pogor{anje simptoma kod `ena koje koindicira sa poja-

vom prve menstruacije. Biopsihosocijalni model, koji obja{njava rizi~ne ~imbenike za razvoj

depresije, razliku u prevalenciji depresivnog poreme}aja izme|u mladi}a i djevojaka pripisuje u

prvom redu hormonskim utjecajem te ve}oj sklonosti djevojaka kori{tenju maladaptivnih strate-

gija suo~avanja sa stresom koje su usmjerene na emocije (Angold, 1999)

1.7.1. Potrebe za biolo{kim pokazateljima u poreme}ajima raspolo`enja

Unato~ klini~koj slici, veliki depresivni poreme}aj (VDP) ~esto u pojedinih osoba ostaje

dugo vremena neprepoznat te stoga i neadekvatno lije~en.

U jednoj studiji na 500 bolesnika s VDP 48% bolesnika bilo je pregledano kod 5 ili vi{e

lije~nika prije postavljanja dijagnoze, a u 35% bolesnika je pro{lo prosje~no 10 godina od prvog

javljanja bolesti pa do postavljanja ispravne dijagnoze (Lish i sur., 1994.).

Sli~no tome, rezultati jedne objavljene studije ukazuju da samo jedna tre}ina bolesnika s

VDP zatra`i pomo} u prvoj godini svoje bolesti, dok u jedne tre}ine pro|e ~ak najmanje 10 godi-

na do prvog javljanja lije~niku (Hirschfeld i sur., 2003.), dok se smatra da je u shizofreniji to raz-

doblje u prosjeku kra}e te iznosi 1 do 2 godine (Hafner i Maurej, 2006.).

U gore navedenoj studiji 69% bolesnika s VDP je u po~etku lije~enja imalo pogre{nu dija-

gnozu, naj~e{}e povratnog depresivnog poreme}aja (60%) (Hirschfeld i sur., 2003.). Bolesnici
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~esto ne spominju ili uop}e nisu svjesni epizode manije, a posebice hipomanije, a lije~niku se

javljaju samo kada se nalaze u depresivnoj epizodi.

Dok povi{eno raspolo`enje stvara osje}aj ugode, sni`eno raspolo`enje vrlo je te{ko i neu-

godno za bolesnike te se oni tada javljaju za pomo} lije~niku. Konzultacija s ~lanovima obitelji

mo`e pomo}i u otkrivanju ranijih epizoda povi{enog raspolo`enja. Sve je vi{e dokaza o bio-

lo{kim uzro~nim ~imbenicima koji, zajedno sa okoli{nim socijalnim ~imbenicima, dovode do

du{evnih bolesti. Interakcija je vrlo slo`ena i uklju~uje niz okoli{nih ~imbenika koji mogu mi-

jenjati biolo{ku ravnote`u sredi{njeg `iv~anog sustava (S@S), ali i obrnuto, ~itav sustav odmole-

kula i iona, preko stani~nih struktura, neurona i glija stanica do neuroprijenosnika, u odre|enim

makroanatomskim strukturama sredi{njeg`iv~anog sustava, mo`e utjecati na izra`avanje ne~ije

osobnosti, a time utjecati na socijalno okru`enje pojedinca. To~na neurobiolo{ka osnova depre-

sivnog poreme}aja jo{ nije u potpunosti obja{njena iako je ve} prije 40 godina postavljeno hipo-

teza po kojoj je depresija posljedica sni`ene razine serotonina i disfunkcije serotonegi~nog, do-

paminskog i noradrenalinskog sustava (Coppen, 1967).) Jedan od na~ina poja{njenja neurobiolo-

gije bio bi otkri}e novih biolo{kih ~imbenika. Jo{ uvijek nije postignuta suglasnost o postojanju

pouzdanog biolo{kog uzro~nog ~imbenika u depresivnom poreme}aju.

Prepoznavanje biolo{kih pokazatelja, lako primjenjivih u svakodnevnoj klini~koj praksi,

posebno je va`no u onih osoba koje imaju depresivnu epizodu, a jo{ nisu imali epizodu manije

(Yatham i sur., 1997.). Postojanje takvih pokazatelja pomoglo bi u razumijevanju etiologije afek-
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tivnih poreme}aja te to~nijem i ranijem postavljanju dijagnoze, a time i njihovom lije~enju. U

proteklim godinama istra`ivanja su bila usmjerena na pronala`enje i klini~ku primjenjivost peri-

fernog biolo{kog pokazatelja u depresivnim poreme}ajima. Izme|u ostalog rezultati ispitivanja

koncentracije glavnog metabolita serotonina 5-HIAA u likvoru pokazali su sni`ene vrijednosti u

bolesnika s depresivnim poreme}ajem (Asberg, 1976), ali kasnija istra`ivanja nisu potvrdila

razliku u koncentraciji bolesnika s depresivnim poreme}ajem i zdravih osoba (Reddy, 1992;

Placidi, 2001.). Me|u mogu}im poreme}ajima, pretpostavka manjkave serotoninske neurotrans-

misije (prijenosa podra`aja) u sredi{njem `iv~anom sustavu (S@S) prevladava u razumijevanju

depresije, te u farmakolo{kom pristupu lije~enju (Hindmarch, 2001.)

Novija istra`ivanja potvrdila su da je u depresivnih bolesnika poja}ana brzina povratnog

unosa serotonina me|u neuronima (Barton, 2008). Transport serotonina me|u neuronima prika-

zan je na slici 1.6.

Usprkos tome nije razja{njeno da li je to posljedica poja~ane neuralne aktivnosti, pobolj{a-

nog vezikuarnog propu{tanja i/ili mogu}eg intraneuralnog metabolizma serotonina.

Izme|u ostalih pretpostavki ispitivana je i smanjena dostupnost 5-HTt u mozgu (Jakovlje-

vi} 1997.; Malison 1998.). Za sada me|u mogu}im poreme}ajima prevladava, pretpostavka

manjkave serotoninske neurotransmisije (prijenosa podra`aja) u sredi{njem `iv~anom sustavu.

Serotoninska pretpostavka (hipoteza) podrazumijeva relativan ili apsolutan manjak neuroprije-

nosnika serotonina. Studija pozitronske emisijske tomografije (PET) utvrdila je smanjenu sintezu

serotonina u dijelovima limbi~kog i paralimbi~kog korteksa u depresivnih bolesnika u usporedbi

sa zdravom kontrolom (Rosa-Neto i sur., 2004.)

Do sada je utvr|eno 14 razli~itih receptora 5HT na neuronima, svaki sa specifi~nim farma-

kolo{kim, funkcionalnim i anatomskim profilom. Najvi{e su istra`ivan receptor tipa 1A (5-HT

1A) u etiologiji depresivnih poreme}aja. Razlog je njegova velika rasprostranjenost u raznim

regijama mozga i terapijska mogu}nost aktiviranja presinapti~kih 5-HT1A autoreceptora za se-

rotonin ili inhibiranje njihovih agonista (Kreiss, 1994.).

Usprkos brojnim istra`ivanjima jo{ uvijek ne postoji suglasnost o postojanju pouzdanoga

perifernog biolo{kog pokazatelja u poreme}ajima raspolo`enja. Prepoznavanje takvog pokaza-

telja potrebno je iz nekoliko razloga:

1. pomo} kod postavljanja dijagnoze;

2. pomo} u razumijevanju etiologije poreme}aja;

3. pomo} u izboru lije~enja i pra}enju u~inkovitosti terapije.

Dok se takvi pouzdani pokazatelji ne otkriju, klini~ka procjena psihijatra ostaje presudna u

postavljanju dijagnoze i odre|ivanju lije~enja (Leonard, 2000.). Medu mogu}im perifernim po-

kazateljima najvi{e se istr`ivao trombocitni serotonin radi razloga koji su ve} navedeni te se isto-

vremeno vjerojatno najvi{e pribli`io zadovoljavanju kriterija upravo perifernog pokazatelja de-

presivnih poreme}aja.
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7.1.2. Koncentracija trombocitnog serotonina u poreme}ajima
raspolo`enja

Mnogo je vi{e istra`ivanja biolo{kih pokazatelja bilo u bolesnika s PDP nego s BAP-mani-

jom ili BAP-depresijom (Höschl, 2000.; Shiah i Yatham, 2000.; Mahmood i Silverstone, 2001.).

To je nedvojbeno povezano s te{ko}ama uklju~ivanja mani~nih bolesnika u istra`ivanja.

Razina trombocitnog serotonina intenzivno se istra`ivala u bolesnika s depresivnim pore-

me}ajima, a studije su pokazale uglavnom, ali ne i uvijek, sni`enu koncentraciju trombocitnog

serotonina. Neke od tih studija koje su istra`ivale koncentraciju trombocitnog serotonina prika-

zane su redoslijom u tablici Tablica 1.2.

Tablica 1.2. Prikaz dosada{njih studija trombocitnog serotonina u bolesnika s velikim depre-
sivnim poreme}ajem (prema [agud, 2007.)

Studija/Godina Studijska populacija Rezultat

Takashi, 1976 20 bolesnika sa unipolarnom
depresijom i 19 sa involutivnom
depresijom, 20 prva
epizodadepresije, 118 zdravih
ispitanika

Bolesnici sa unipolarnom i
involutivnom depresijom su imali
ni`u koncentraciju trombocitnog
serotonina nego zdrave osobe

Sarrias i sur, 1987 18 bolesnika sa melankolijom,
nisu dobivali antidepresiv
posljednjih godinu dana, a
terapija benzodiazepinima je
ukinuta 2 tjedna ranije, 20 osoba u
kontrolnoj skupini

Koncentracija trombocitnog
serotonina zna~ajno ni`a,
odzdrave kontrole, nije bilo razlike
uukupnom i slobodnom triptofanu,
niti je bilo koji pokazatelj ovisio
odobi i tj. te`ini

Jakovljevi} i sur, 1991 62 bolesnika sa shizofrenijom,19
sa shizoafektivnim poreme}ajem i
60 sa povratnim depresivnim
poreme}ajem

Period ispiranja od prethodn
eterapije 7 dana, bolesnici
sapsihoti~nom depresijom su imali
zna~ajno vi{u koncentraciju
trombocitnog serotonina
negobolesnici sa nepsihoti~nom
depresijom

Mann i sur, 1992 29 depresivnih bolesnika, 12
nakon poku{aja suicida, mije{ana
skupina koja uklju~uje i bolesnike
sa psihoti~nomdepresijom i sa
BAPdepresijom, te 27 zdravih
osoba

Nije bilo razlike u razini
trombocitnog serotonina izme|u
~itave skupine depresivnih
bolesnika i kontrolne skupine.
Me|utim su bolesnici nakon
poku{aja suicida imali zna~ajno
ni`u razinu trombocitnog
serotonina

Quintana, 1992 25 nelije~enih depresivnih
bolesnika i 25 zdravih osoba

Koncentracija trombocitnog
serotonina ni`a u depresivnih
bolesnika
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Mück-[eler i sur,
1996

Nepsihoti~ni depresivni pacijenti
su imali ni`u, a psihoti~ni vi{u
koncentraciju trombocitnog
serotonina u odnosu na kontrolu.
Suicidalni bolesnici imali su ni`u
koncentraciju trombocitnog
serotonina od nesuicidalnih
depresivnih pacijenata,a najni`u
koncentraciju imala je skupina
pacijenata koji su po~inili suicid.

Maurej-Spurej i sur.
2004

27 bolesnika (13 nelije~enih, 14
koji uzimaju SSRI)

Vrsta depresije nije navedena,
koncentracija trombocitnog
serotonina ni`a u nelije~enih
depresivnih bolesnika

Mück-[eler i sur.
2004.

20 bolesnica sashizofrenijom, 25
depresivnih bolesnica, 25 zdravih
`ena u kontrolnoj skupini. U
vrijeme uzorkovanja shizofrene i
depresivne bolesnice nisu dobivale
lijekove najmanje 7 dana

Koncentracija trombocitnog
serotonina bila je zna~ajno vi{a
kod shizofrenih bolesnica nego kod
depresivnih i zdravih kontrola, dok
je bila zna~ajno ni`a kod
depresivnih bolesnica u odnosu na
zdrave kontrole i shizofrene
bolesnice.
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CILJ I SVRHA RADA

Cilj i svrha rada

Suvremena tehnolo{ka dostignu}a omogu}ila su precizni uvid u funkcionalnu aktivnost trombo-

cita u procesu koagulacije krvi te mogu}i uvid u zna~aj pojedinih njihovih kvantitativnih i kvali-

tativnih morfolo{kih karakteristika i njihovih aberacija u dijagnosti~ke svrhe u hematologiji.

Istovremeno se vrlo intezivno izu~ava sadr`aj serotonina u trombocitima u perifernoj krvi

(periferni serotoninski sustav) radi svoje analogije s centralnim serotoninskim sustavom u

mozgu pri ~emu je od posebnog mogu}eg dijagnosti~kog interesa opa`ena promjena njegove

koncentracije u bolesnika s du{evnim bolestima.

Unato~ brojnim studijama ostala je neutvr|ena mogu}a povezanost izme|u pojedinih

morfolo{kih karakteristika (pokazatelja) i razine trombocitnog serotonina u zdravih odraslih

osoba i boleska u depresivnim stanjima.

Iako su studije pokazale da je u tih bolesnika razina trombocitnog serotonina sni`ena, nisu

utvr|ene mjere dijagnosti~ke to~nosti tih laboratorijskih metoda koje bi se zahvaljuju}i novim

tehnolo{kim dostignu}ima mogle koristiti u dijagnosti~ke svrhe u {to objektivnijem i precizni-

jem strukturiranju depresivnih poreme}aja.

Stoga }e istra`ivanja u ovoj studiji biti istovremeno usmjerena u odre|ivanje :

1. kvantitiatvnih i kvalitativnih morfolo{kih karakterika trombocita kao {to su veli~ina sta-

nica izra`ena kao MPV, njihov polimorfizam izra`en kao PDW, ukupna zastupljemost

izra`ena kao Pct i udjel ma|ih tromobica te

2. utvr|ivanje razine serotonina u trombicitma u skupini zdravih ispitanika i skupini neli-

je~enih bolesnika s depresivnim poreme}ajem nerazvrstanim prema psihijatrijskoj ljestvi-

ci subklasifikacije bolesti
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3. MATERIJAL I METODE

Materijal i metode

3.1. Ispitanici

3.1.1. Zdrave osobe

Kriteriji za uklju~ivanje u ispitivanje za sve skupine zdravih ispitanika bili su:

1. da nemaju aktualnih psihi~kih poreme}aja;

2. da nemaju psihi~kih poreme}aja u anamnezi;

3. da nisu tijekom ispitivanja te ranije bili na terapiji psihofarmacima;

4. da su bili potpuno tjelesno zdravi i nisu uzimali nikakve lijekove jedan mjesec prije uzi-

manja uzorka, posebno lijekove koji utje~u na funkcionalnu aktivnost trombocita.

Ispitanike zdrave kontrolne skupine (N = 179) ~inili su zdravi dobrovoljci prema gore na-

vedenim kriterijima iz Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu (N = 60), djelatnici KB »Se-

stre milosrdnice« (N = 68), te studenti Sveu~ili{ta u Zagrebu koji su bili na nastavi u KB »Sestre

milosrdnice« (N = 51).

Kontrolna skupina ispitanika bila je sastavljena od ispitanika oba spola (M = 98, @ = 80) i

prosje~ne `ivotne dobi 49±12,2 SD u rasponu od 19 do 79 godina. Kontrolna skupina ispitanika

je bila prikupljena u razdoblju od 5 mjeseci.

3.1.2. Bolesnici

Kriteriji za uklju~ivanje u ispitivanje za sve bolesne ispitanike bili su:

1. da imaju aktualan depresivni poreme}aj;

2. da nemaju drugih psihi~kih poreme}aja u anemnezi;

3. da nisu tijekom ispitivanja te unatrag dva mjeseca bili na terapiji psihofarmacima;

4. da su bili potpuno tjelesno zdravi i nisu uzimali nikakve lijekove tijekom jednog mjese-

ca prije uzimanja uzorka, posebice lijekove koji utje~u na funkcionalnu aktivnost trom-

bocita.
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Skupinu bolesnih ispitanika ~inili su bolesnici Klinike za psihijatriju KB »Sestre milosrdni-

ce« (N = 137). Ispitanici su bili oba spola (M = 72, @ = 65) i prosje~ne `ivotne dobi 53±10,4 SD u

rasponu od 22 do 88 godina. Skupina bolesnih ispitanika je prikupljena u razdoblju od 12 mjeseci.

Svaki ispitanik u obje skupine usmeno je obavije{ten o razlozima uzimanja uzorka i potpi-

som je potvrdio pristanak za sudjelovanje u ispitivanju (»obavije{teni pristanak«).

Istra`ivanje je odobrilo Eti~ko povjerenstvo Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu

te Eti~ko povjerenstvo KB »Sestre milosrdnice«.

3.2. Uzorci krvi

3.2.1. Uzorkovanje

Uzorci krvi uzimani su od dobrovoljnih darivatelja krvi prilikom rutinskog darivanja krvi u

Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u Zagrebu u vremenu od 7 do 9 sati prijepodne.

Uzorci krvi uzimani od djelatnika KB »Sestre milosrdnice« i studenata Sveu~ili{ta u Za-

grebu uzimani su u ambulanti Klini~kog zavoda za kemiju u vremenu od 8 do 9 sati prijepodne.

Svi uzorci krvi bili su uzimani u standardne spremnike proizvo|a~a Greiner K3EDTA (eti-

lendiamintetraoctena kiselina) od 3 mL, s molarnom koncentracijom antikoagulansa 4,55±0,85

mmol / L krvi, prema preporuci ICSH (International Council for Standardization in Hematology).

3.2.2 Prijevoz i skladi{tenje uzoraka

Uzorci su dopremljeni iz Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu u vremenu od jed-

nog sata od uzimanja u fiksiranim stalcima bez pothla|ivanja.

Svi su uzorci bili skladi{teni najdulje 2 sata na sobnoj temperaturi prije analiziranja.

3.3. Odre|ivanja broja trombocita, MPV-a i PDW-a

Broj trombocita, MPV i PDW u svim uzorcima venske krvi odredili smo na hematolo{kom anali-

zatoru Beckman Coulter LH 750 (Beckman Coulter, Miami, SAD).

Beckman-Coulter 750 je automatski hematolo{ki analizator za in vitro dijagnostiku u kli-

ni~kim hematolo{kim laboratorijima. Analizator odre|uje 24 hematolo{ka parametara pri ~emu

se izravno mjere u krvi: broj leukocita (WBC), broj eritrocita (RBC), koncentracija hemoglobina

(HGB), broj trombocita (PLT), broj retikulocita (RTC), broj eritroblasta (NRBC), prosje~ni vo-

lumen eritrocita (MCV), prosje~ni volumen trombocita (MPV) i prosje~ni volumen retikulocita
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(MRV), dok se ostali parametri (HCT, MCH, MCHC, RDW, PCT, PDW, IRF) izra~unavaju iz

podataka o izmjerenim parametrima.

Instrument radi po na~elu impedancije i volumetrijskog brojenja krvnih stanica. Razri-

je|ena suspenzija stanica prolaskom kroz strujni krug izaziva promjene otpora koje izazivaju

promjene napona, {to se bilje`i detektorima, a nastali se signali prevode u elektri~ne impulse koji

se broje. Koli~ina volumena izotoni~ne elektrolitne otopine koju stanice izbijaju svojim prola-

skom analogna je visini elektri~nog impulsa i rabi se za odre|ivanje stani~nog volumena.

Temeljem principa VCS-tehnologije, prema kojem se ujedinjuju karakteristike stanica le-

ukocitne loze tako da se volumen stanice odre|uje impedancijskom metodom, a nukleocitoplaz-

matski omjer, granuliranost stanica i gusto}a jezgre razlikama u vodljivosti radiofrekventnih si-

gnala, analizator prikazuje dvodimenzionalni citogram. Taj prikaz grupira stani~ne populacije, a

broj to~kica u svakoj populaciji ozna~uje koncentraciju pojedine vrste stanica i naziva se scate-

gram. Ra~unalnom obradom dobiva se peterodijelna diferencijalna krvna slika koja razlu~uje

populacije neutrofilnih granulocita, limfocita, monocita, eozinofilnih i bazofilnih granulocita.

Rezultat se izra`ava u relativnim (%) i apsolutnim (�109/L) vrijednostima leukocitnih populacija.

U analizi svakog uzorka analizator automatski sve parametre odre|uje tri puta u zasebnim

komoricama i kao rezultat izdaje srednju vrijednost odre|ivanja.

Analizator odre|uje jo{ pet parametara krvnih stanica koji jo{ nisu usvojeni za upotrebu u

klini~kim hematolo{kim laboratorijima. Ti parametri imaju oznaku @ koja se nalazi ispred krati-

ce parametara ispisanih na pregledniku:

@ HLR % = high light scatter reticulocytes %

@ HLR # = high light scatter reticulocytes #

@ MSCV = mean sphered cell volume

@ Pct = plateletcrit

@ PDW = platelet distribution width

Broj trombocita i MPV odre|ivani impedancijskom metodom akreditirane su pretrage

Klini~kog zavoda za kemiju KB »Sestre milosrdnice» prema HR EN ISO 15189:2006. Nepre-

ciznost za broj trombocita i MPV izra`ena kao koeficijent varijacije na godi{njoj razini za 2010.

godinu bila je:

CV (trombociti) = 2,92%, dok je za MPV bila CV = 1,01%.

3.3.1. Odre|ivanje Pct (engl. plateletcrit) – trombokrita

Trombokrit je parametar koji je rezultat umno{ka broja trombocita i njihovog MPV-a.

Izra`ava kao se numeri~ka frakcija te stoga nema mjerne jedinice.
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3.3.2.Odre|ivanje PDW-a (engl. platelet distribution width) – raspodjela
trombocita po volumenu

Na Beckman Coulterovima analizatorima raspodjela trombocita po volumenu izra`ava se

kao koeficijent varijacije volumena i rezultat je matemati~kog izra~una prema formuli:

PDW = 10 � V kod 16% / V kod 84% � konst.

konst = faktor korekcije koincidencije.

3.4. Odre|ivanja udjela retikuliranih trombocita (rPl)

Udjel retikuliranih trombocita odredili smo na hematolo{kom analizatoru Abbott CD Sap-

phire.

Instrument radi po na~elu proto~ne citometrije brojenja krvnih stanica (laserska tehnologi-

ja rasipanja svjetlosti uporabom plavog argonskog lasera). Razrije|ena suspenzija stanica prola-

skom ispred izvora svjetla (laser) raspr{uje svjetlo, {to se bilje`i detektorima, a nastali signali

prevode se u elektri~ne impulse koji se broje. Koli~ina raspr{enog svjetla razmjerna je povr{ini s

koje se odbija te se visina elektri~nog impulsa rabi za odre|ivanje stani~nog volumena.

Broj eritrocita (RBC) i broj trombocita (PLT) odre|uju se istodobno opti~kom (RBCo) i

impedancijskom (RBCi) metodom brojenja. Opti~kom metodom brojenja trombocita uklanjaju

se interferencije pri brojenju trombocita koje uzrokuje prisutnost fragmenata eritrocita ili mikro-

citi (eritrociti smanjenog volumena), koji interferiraju u impedancijskoj metodi brojenja.

Broja~ odre|uje retikulocite u perifernoj krvi po na~elu fluorescencije. Retikulocitni rea-

gens sadr`i fluorescentnu boju (tiazol-naran~astu) kojom se boji ribonukleinska kiselina u reti-

kulocitima kao i u mla|im retikuliranim trombocitima. Fluorescencija nastalog obojenja mjeri se

na 530 nm. Rezultat se izra`ava u relativnim (postotnim) i apsolutnim (� 109/L) vrijednostima

retikulocita. Intenzitet fluorescencije razmjeran je stupnju nezrelosti retikulocita, {to se koristi za

odre|ivanje parametra IRF (engl. immature reticulocyte fraction) ili frakcije nezrelih retikuloci-

ta. Na isti na~in primjenom ra~unalnog programa analizator odre|uje udio nezrelih trombocita

koji se izra`ava kao % rPl.

3.5. Priprema suspenzije trombocita za odre|ivanje
koncentracije serotonina

3.5.1. Priprema plazme bogate trombocitima (PRP)

Nakon {to smo u svakom uzorku venske krvi odredili trombocitne pokazatelje na hematolo{kim ana-

lizatorima, uzorak smo centrifugirali 10 min na 200 G (500 okretaja/min) na temperaturi od 20 °C.
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Odvojili smo gornji dio supernatanta kojeg ~ini plazma bogata trombocitima (PRP). Broj

trombocita odredili smo na hematolo{kom analizatoru neposredno nakon odvajanja uz prethod-

no protresanje.

3.5.2. Postupak suspendiranja trombocita

Nakon odre|ivanja broja trombocita odvojili smo 200 mL PRP i dodali 800 mL fiziolo{ke

otopine.

Taj smo uzorak centrifugirali 10 minuta na 4500 G (4000 okretaja/min) na 4 °C.

Nakon centrifugiranja uklonili smo supernatant i na talog dodali 200 mL destilirane vode.

Zatim smo u elektri~noj mje{alici (engl. vortex mixer) uzorak mije{ali 1 minutu. Iz ovako pri-

premljene suspenzije trombocita skladi{tili smo 100 mL na temperaturu –20 °C do odre|ivanja

koncentracije serotonina. Vrijeme skladi{tenja bilo je najdu`e 4 tjedna.

3.6. Odre|ivanje koncentracije serotonina u trombocitima
enzimimunoanalizom (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay; ELISA).

Koncentraciju serotonina u trombocitima odre|ivali smo testom ELISA FAST, verzija 2, 2009/

2010 proizvo|a~a DRG (DRG Instruments Gmbh, Njema~ka).

Prije odre|ivanja koli~ine serotonina, uzorke suspenzije trombocita termostatirali smo na

sobnu temperaturu i centrifugirali 2 min na 10.000 okretaja/min.

Postupak odre|ivanja koli~ine serotonina u trombocitima ovom metodom pretpostavlja

kvantitativno aciliranje serotonina u svim uzorcima.

Aciliranje kontrolnih uzoraka, standarda i uzoraka suspenzije trombocita izvodi se dodat-

kom:

1. 25 mL aciliraju}eg reagensa

2. pufera 250 mL aciliraju}eg pufera

3. 25 mL uzorka.

Nakon toga se reakcijska smjesa neprekidno mije{a tijekom 15 minuta na temperaturi od

20–25 °C.

Ovako pripremljeni standardi, kontrole i uzorci pipetiraju (25 mL) se u ja`ice mikrotitarske

plo~e na ~ijim se stijenkama nalazi vezana definirana koli~ina antigena (serotonin).
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Dodatkom 100 mL antiseruma sa serotoninskim antitijelima i inkubiranjem na 20–25 °C uz

stalno protresanje u trajanju od 1 sata dolazi do kompetitivnog vezivanja serotonina iz suspenzije

trombocita i vezanog na stijenke ja`ica.

Nakon {to je postignuta reakcijska ravnote`a, suvi{ak slobodnog antigena (serotonina) i kom-

pleksa antigen – antiserum ispere se trostrukim ispiranjem svaki put s 300 mL pufera za ispiranje.

Mikrotitarske plo~e se nakon ispiranja prislone na apsorbiraju}u podlogu.

U svaku ja`icu doda se 100 mL enzimskog konjugata i inkubira 30 minuta uz protresanje.

Enzimski konjugat sastavljen je od anti-ze~jih IgG-peroksidaza koji se ve`e na antitijela

vezana na antigen na stijenkama.

Peroksidaza katalizira oksidaciju TMB (tetrametilbenzidina) pri ~emu se formira obojeni

kompleks, a sama se reakcija zaustavlja dodatkom 100 mL otopine koja sadr`i 0,25 M H2SO4.

Nakon dodatka otopine za zaustavljanje enzimske reakcije koli~ina stvorenog obojenog kom-

pleksa odre|uje se o~itanjam ekstinkcija u mikrotitarskoj plo~i na automatskom ~ita~u mikroti-

tarske plo~ice (Humana – Microreader, Njema~ka) fotometrijski na 450 nm.

Kalibracijska se krivulja izra|uje sa {est standarnih otopina u rasponu vrijednosti od 0 do

2500 ng/mL serotonina. Interpoliranjem vrijednosti ekstinkcije uzorka na krivulju, o~itava se

vrijednost koli~ine serotonina u ispitivanom uzorku.

3.6.1. Izra~unavanje koncentracije serotonina u trombocitima

Ukoliko se koncentacija serotonina `eli izraziti na broj trombocita potrebno je koncentra-

ciju serotonina u ng/mL dobivenu o~itanjem iz krivulje pomno`iti s 1000 i podijeliti s brojem

trombocita u PRP – u izra`enim na 109.

Formula:
koncentracija serotonina (ng/mL) � 1000

broj trombocita u PRP (109)

3.7. Postupak kratke evaluacije analiti~kog sustava
i metode ELISA

Postupak je u~injen prema protokolu ECCLS.

3.7.1. Nepreciznost u seriji

Nepreciznost je ispitana na 10 ponavljanja u seriji. Kao uzorak kori{tena je komercijalna

kontrola (Control 1) proizvo|a~a DRG (DRG Instruments Gmbh, Njema~ka).
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3.7.2. Neto~nost

Neto~nost je ispitana odre|ivanjem koli~ine serotonina u komercijalnim kontrolama

(Control 1 i Control 2) proizvo|a~a DRG (DRG Instruments Gmbh, Njema~ka) s dvije razine

vrijednosti u razdoblju od 12. 01. 2010. do 23. 01. 2011. godine.

3.7.3. Verifikacija referentnog intervala

Provedena je sa rezultatima koncentracije serotonina dobivenih u 144 zdrava ispitanika.

3.7.4. Usporedba s odabranom metodom

Odabrana metoda za usporedbu u ovom je radu bila metoda teku}inske kromatografije vi-

soke u~inkovitosti (HPLC). U~injena je usporedba sa 44 uzorka ispitanika s vrijednostima iz ci-

jeloga koncentracijskog podru~ja.

3.8. Statisti~ka obrada

Razina statisti~ke zna~ajnosti odre|ena je na p<0.05 i svi intervali pouzdanosti dani su na razini

od 95%. Normalnost distribucije frekvencija individualnih vrijednosti koncentracije serotonina

ispitivana je Kolmogorov-Smirnov (KS) testom (kvantifikacija diskrepance distribucije izmjere-

nih vrijednosti i Gaussove distribucije).

Usporedivost rezultata dviju metoda ispitana je regresijskom ra{~almbom Passing – Ba-

blok.

Deskriptivne varijable skupine ispitanika s depresivnim poreme}ajem i kontrolne skupine

zdravih ispitanika prikazane su aritmeti~kom sredinom i standardnom devijacijom.

Zna~ajnost razlike ispitivanih trombocitnih pokazatelja i koncentracije serotonina izme|u

zdrave kontrolne skupine i bolesnika s depresivnim poreme}ajem ispitana je Student t-testom za

nezavisne uzorke (unpaired t-test; F test sa df; [df=stupanj slobode – engl. degrees of freedom]).

Rezultati su interpretirani na 5%-tnoj ili ni`oj razini zna~ajnosti (p<0,05).

Statisti~ka zna~ajnost povezanosti `ivotne dobi i koncentracije serotonina utvr|ena je li-

narnom regresijom u kojoj je koncentracija serotonina bila ovisna varijabla, a dob u godinama

prediktorska varijabla. Rezultati su interpretirani s granicama pouzdanosti od 95 % Interpretacija

hipoteza u~injena je iz statisti~ke zna~ajnosti izra~unate F vrijednosti. Jakost povezanosti izra`e-

na je kroz izra~unati koeficijent determinacije r2. Na isti na}in je ispitana statisti~ka zna~ajnost

povezanosti svih trombocitnih pokazatelja i koncentracije serotonina u kontrolnoj skupini zdra-

vih ispitanika i bolesnika sdepresivnim poreme}ajem. Statisti~ka zna~ajnost povezanost koncen-

tracije serotonina s veli~inom trombocita iskazanom kao manji i ve}i trombociti zasebno za kon-
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trolnu skupinu i za skupinu s depresivnim poreme}ajem provjerena je logisti~kom regresijom.

Osjetljivost i specifi~nost trombocitnog serotonina kao dijagnosti~kih pokazatelja depresivnog

poreme}aja odre|ena je ROC analizom.

Sve su statisti~ke obrade obavljene u programskom paketu SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chica-

go, IL, USA) i programskom paketu MedCalc 11.5.0.0.® za Windows (MedCalc Software, Bro-

ekstraat 52, B-9030 Mariakerke, Belgiume).
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4. REZULTATI

Rezultati

4.1. Postupak kratke evaluacije ELISA metode

Postupak evaluacije ELISA metoda kojom je u radu odre|ena koli~ina serotonina u lizatima

trombocita, te iz nje izra~unata koli~ina serotonina u trombocitma (ng/109), u obje skupine ispi-

tanika u~injen je prema smjernicama ECCL.

4.1.1. Mjerna preciznost

Preciznost u seriji ispitana je s10 uzoraka u seriji. Kao uzorak koristili smo komercijanu

kontrolu proizvo|a~a s deklariranom ciljnom vrijednosti serotonina od 100 ng / 109 trombocita.

Preciznost u seriji kori{enom ELISA metodom je; KV = 10,4%.

DX = 108,0; SD = 11,3; KV=10,4

Tablica 4.1.1. Rezultati 10 uzastopnih odre|ivanja uzorka (komercijalne kontrole) u seriji

1 107,0

2 127,0

3 107,0

4 89,0

5 91,0

6 107,0

7 110,0

8 114,0

9 116,0

10 112,0

ciljna
vrijednost

100,00
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4.1.2. Neto~nost

Neto~nost ELISA metode kori{tene u odre|ivanju koli~ine serotonina u trombocitima u

obje grupe ispitanika ispitana je u 3 odre|ivanja komercijalnih kontrolnih uzoraka od proiz-

vo|a~a s dvije razine vrijednosti serotonina u trombocitima (100 i 350 ng /109 trombocita).

Neto~nost (R %) = Xanalita / ciljna vrijednost � 100

U Tablici 4.1.2.prikazani su rezultati 3 odre|ivanja komercijanih kontrolnih uzoraka

Tablica 4.1.2. Rezultati 3 odre|ivanja komercijalnih kontrolnih uzoraka s dvije razine vrijed-
nosti te izra~un neto~nosti ELISA metode za odre|ivanje koli~ine serotonina u trombocitima.

Kontrola 1 Kontrola 2

1 107,5 327,4

2 107,2 343,3

3 78,2 353,3

ciljna
vrijednost:

100 350

X 98,23 343,48

SD 11,94 9,94

CV 12,16 2,90

R –1,78 –1,86

Neto~nost ELISA metode za odre|ivanje koli~ine serotonina kori{tene u ispitivanjima je

R = 1,86%

4.1.3. Referentni interval

O~ekivani interval vrijednosti serotonina u trombocitima za zdravu populaciju odre|ivan

ELISA metodom prema proizvo|a~u je od 215–850 ng /109 trombocita.

Provjera intervala u~injena je s rezultatima 144 zdrava spitanika.

Na slici 4.1. Grafi~ki prikaz u~injen je s pomo}u statisti~ke programske potpore MedCalc i

prikazuje histogram raspodjele dobivenih podataka o koli~ini serotonina u trombocitima za zdra-

ve ispitanike na kojima je u~injena provjera deklariranog intervala. Rezultati su razvrstani 50

djelova, te je prikazana i frekvencija rezultata.
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Normalnost raspodjela testirali smo Kolmogorov-Smirnovim testom za provjeru normal-

ne distribucije.

U tablici 4.1.3. prikazani su rezultati testiranja Kolmogorov-Smirnovim testom koji uka-

zuju da nema bitna razlike izme|u mediana i aritmeti~ke sredine te se radi o normalnoj raspodjeli

u referentnom intervalu.

Tablica 4.1.3 Rezultati testiranja Kolmogorov-Smirnovim testom referentnog intervala

Normalne varijable

Veli~ina uzorka 144

Najni`a vrijednost 172,4000

Najvi{a vrijednost 999,7000

Aritmeti~ka sredina 527,7428

Median 528,3000

SD 198,5407

Kolmogorov-Smirnov test

Za normalnu distribuciju prihvatljiv (P=0,2921)
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Prema na{im ispitivanjima s 90%- tnom pouzdanosti koncentracija serotonina u tromboci-

tima za ispitanu zdravu populaciju, s provjerom grani~nih vrijednosti baziranoj na normalnoj di-

stribuciji nalazi se unutar granica intervala:

Donja granica 201,5 (90% CI 184,6 – 231,8)

Gornja granica 940,2 (90% CI 904,2 – 999,7)

4.1.4. Usporedivost metode

Usporedivost ELISA metoda za odre|ivanje koncentracije serotonina u trombocitima koju

smo koristili u na{im ispitivanjima za obje skupine ispitanika kako za zdrave ispitanike tako i za

ispitanike s depresivnim poreme}ejem u~injena je odre|ivanjem koncentracije serotonina u trom-

bocitima u lizatima trombocita HPLC metodom. Predanaliti~ki uvjeti za obje metode bili su istov-

jetni, {to uklju~uje i transport zale|enih uzoraka lizata trombocita s poznatim brojem trombocita na

temperatuti od –20 °C u KBC Osijek – Odjel za klini~ku laboratorijsku dijagnostiku gdje je u~inje-

no odre|ivanje koncentracije serotonina u trombocitima HPLC metodom u 44 uzorka.

Postoji li povezanost (korelacija) ime|u rezultata dviju metoda i kolika je statiti~ka

zna~ajnost korelacije ispitali smo statisti~kim postupkom Passing – Bablok regresije.

U statisti~kom modelu ispitivanja vrijednosti iste varijable – koncentracije serotonina u

trombocitma izmjerene ELISA metodom i HPLC metodom postavili smo vrijednosti dobivene

HPLC metodom kao poznatu varijablu x.

U tablici 4.1.4. prikazane su rezultati statisti~kog postupka Passing-Bablok regresije za

usporedbu rezultata koncentracije serotonina u trombocitima ELISA i HPLC metodom.

Tablica 4.1.4. Rezultati Passing-Bablock regresije za usporedbu vrijednosti koncentracije sero-
tonina u trombocitima (ng /109 trombocita) odre|enog ELISA i HPLC metodom.

varijabla X rezultati HPLC metode

varijabla Y rezultati ELISA metode

N = 44 varijabla X varijablaY

najni`a vrijedost 10,10 23,60

najvi{a vrijednost 1887,00 1579,00

srednja vrijednost 501,00 474,29

median 393,35 374,50

SD 426,87 358,77

SE 64,35 54,08
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Grafi~ki prikaz Passing-Bablok regresije u~injen je s pomo}u statisti~ke programske potpo-

re MedCalc pri }emu je prikazani regresijski pravac (puna linija) granice pouzdanosti regresijskog

pravca (isprekidana linija) te idealan pravac (sitno isprekidana linija) i prikazan je na slici 4.2.

Rezultati Passing-Bablock regresija za rezultate odre|ivanja koncentracije serotonina u

trombocitima metodama ELISA i HPLC s 95 %-tnom pouzdanosti nemaju zna~ajno odstupanje

me|u izmjerenim vrijednostima (y = 12,0984 + 0,9266x).

Privatljiva je vrijednost odsje~ka regresijskog pravca a (–25,5276 – 50,7125), te nagiba b

(0,8053 – 1,0716) (P>0.10).

4.2. Usporedba trombocitnih pokazatelja izme|u zdrave kontrolne
skupine i bolesnika s depresivnim poreme}ajem

U tablici 4.2. nalaze se podaci ispitivanih trombocitnih pokazatelja u punoj krvi i u PRP-u u zdra-

ve kontrolne skupine i bolesnika s depresivnim poreme}ajem. Kako je razvidno iz tablice student

t-testom za nezavisne uzorka nije utvr|ena statisti~ki zna~ajna razlika ni u jednom ispitivanom

trombocitnom pokazatelju izme|u zdrave kontrolne skupine i bolesnika s depresivnim pore-

me}ajem osim broja retikuliranih trombocita.
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Slika 4.2. Grafi~ki prikaz Passing-Bablok regresije za rezultate odre|ivanja koncentracije sero-
tonina trombocitima metodama ELISA i HPLC



Tablica 4.2. Trombocitnih pokazatelji u punoj krvi i PRP-u u zdravoj kontrolnoj skupini i skupi-
ni bolesnika s depresivnim poreme}ajem

Zdrava kontrolna
skupina
(N=179)

Depresivni
poreme}aj

(N=134)
Student t-test

Puna krv

Trombociti (�109/L) 232,2�46,9 244,6�66,8 t=1.939; df=314; p=0.05

MPV (fL) 8,518�1,018 8,412�1,027 t=0.915; df=314; p=0.361

PDW(cv%) 16,463�0,578 16,476�0,687 t=1.151; df=314; p=0.852

Pct(1/1) 0,194�0,033 0,205�0,015 t=1.006; df=314; p=0.316

rPl (%) 1,585�0,722 2,363�1,381 t=3.106; df=314; p=0.003

PRP

Trombociti (�109/L) 572,2�178,2 535,2�150,9 t=1.938; df=314; p=0.06

MPV(fL) 8,620�0,986 8,392�1,043 t=1.981; df=314; p=0.048

PDW (cv%) 16,228�0,719 16,268�0,694 t=0.490; df=314; p=0.624

Pct(1/1) 0,462�0,116 0,437�0,111 t=1,857; df=314; p=0.064

4.3. Usporedba koncentracije serotonina u krvi i trombocitima
izme|u zdrave kontrolne skupine i bolesnika s depresivnim
poreme}ajem

U tablici 4.3. nalaze se podaci koncentracije serotonina i koli~ine serotonina u trombocitima u

zdrave kontrolne skupine i bolesnika s depresivnim poreme}ajem. Kako je razvidno iz tablice,

student t-testom za nezavisne uzorke utvr|ena je statisti~ki zna~ajna razlika izme|u zdrave kon-

trolne skupine i bolesnika s depresivnim poreme}ajem, kako za koncentraciju serotonina tako i

koli~inu serotonina u trombocitima.

Tablica 4.3. Koncentracija serotonina i koli~ina serotonina u trombocitima u zdravoj kontrol-
noj skupini i skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem

Zdrava kontrolna
skupina
(N=179)

Depresivni
poreme}aj

(N=134)
Student t-test

Koncentracija
serotonina (ng/mL) 310,07�34,81 134,05�15,95 t=7.461; df=314; p<0,001

Koli~ina serotonina
u trombocitima
(ng/109 trombocita)

549,16�255,43 259,27�175,92 t=7.889; df=314; p<0,001
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U slikama 4.3 i 4.4 grafi~ki su prikazane srednje vrijednosti koncentracije serotonina i

koncentracije serotonina u trombocita u skupini zdravih ispitanika i ispitanika sdepresivnim po-

reme}ajem

Biserka Getaldi}-[varc – Doktorski rad Rezultati

51

Slika 4.3. Srednja vrijednost koncentracije serotonina u krvi prema ispitivanim skupinama;
crta raspr{enja predstavlja interkvartilni raspon

Slika 4.4. Srednja vrijednost koncentracije serotonina u trombocitima prema ispitivanim sku-
pinama; crta raspr{enja predstavlja interkvartilni raspon



4.4. Usporedba trombocitnih pokazatelja izmu|u pune krvi
i PRP –a

U tablici 4.4. prikazene su srednje vrijednosti i standardne devijacije broja trombocita, MVP, PDW

i Pct u zdrave kontrolne skupine. Statisti~ka zna~ajnost prikazana je pomo}u studentovim t-testom

za zavisne uzorke. Kako je razvidno iz tablice student t-testom za zavisne uzorke utvr|ena je stati-

sti~ki zna~ajna razlika u svim trombocitnom pokazateljima izme|u PRP i pune krvi u kontrolnoj

skupini zdravih ispitanika

Tablica 4.4. Srednje vrijednosti i standardne devijacije broja trombocita i trombocitnih poka-
zatelja u punoj krvi i PRP u zdravih ispitanika

Puna krv PRP Student t-test

Trombociti (�109/L) 232,29±47,11 572,22±178,16 t=29,998; df=179; P<0.01

MPV (fL) 8,516±1,020 8,620±0,986 t=3,506; df=179;P<0.01

PDW(cv%) 16,462±0,580 16,228±0,719 t=4,880; df=179; P<0.01

Pct(1/1) 0,194±0,030 0,116±0,110 t=35,091; df=179;P<0.01

U tablici 4.5. prikazene su srednje vrijednosti i standardne devijacije broja trombocita,

MPV, PDW i Pct u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem. Statisti~ka zna~ajnost prika-

zana je pomo}u studentovim t-testom za zavisne uzorke. Kako je razvidno iz tablice student

t-testom za zavisne uzorke utvr|ena je statisti~ki zna~ajna razlika u svim trombocitnom poka-

zateljima osim MPV – a, izme|u PRP i pune krvi skupini ispitanika s depresivnim pore-

me}ajem.

Tablica 4.5. Srednje vrijednosti i standardne devijacije broja trombocita i trombocitnih poka-
zatelja u punoj krvi i PRP u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem

Puna krv PRP Student t-test

Trombociti (�109/L) 243,72±63,95 535,18±150,90 t=31,67; df=134; p=0,01

MPV (fL) 8,41±1,03 8,39±1,04 t=0,580; df=134; p=0,56

PDW(cv%) 16,463±0,578 16,476±0,687 t=3,75; df=134; p<0,01

Pct(1/1) 0,157±0,0150 0,438±0,009 t=0,829; df=134; p=0,01
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4.5. Usporedba koncentracije serotonina i trombocitnog
serotonina te trombocitnih parametara MPV, PDV i Pct
po spolu

U tablici 4.6. prikazene su srednje vrijednosti i standardne devijacije broja trombocita, MPV,

PDW, Pct i koncentracije serotoninina te trombocitnog serotonina u zdrave kontrolne skupine

podijeljenje po spolu. Statisti~ka zna~ajnost prikazana je pomo}u studentovim t- testom za neza-

visne uzorke. Kako je razvidno iz tablice student t-testom za nezavisne uzorke nije utvr|ena sta-

tisti~ki zna~ajna razlika u svim trombocitnom pokazateljima, koncentraciji serotonina i trombo-

citnog serotonina po spolu u skupini zdravih ispitanika.

Tablica 4.6. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije serotonina i trombocit-
nog serotonina,broja trombocita i trombocitnih pokazatelja zdravih ispitanika po spolu

Mu{kaci @ene Student t-test

Koncentracija
serotonina (ng/ mL) 328,98±72,3 294,03±42,22 t=0,703; df=179; p=0,483

Trombocitni serotonin
(ng / 109trb) 521,06±253,4 524,17±264,8 t=0,500; df=179; p=0.960

Puna krv

Trombociti (x109/L) 223,82±44,8 239,0±50,0 t=1,732; df=179; p=0.086

MPV (fL) 8,431±0.963 8,568±1,27 t=0.678; df=179; p=0.499

PDW(cv%) 16,463±0,566 16,481±0,621 t=2,472; df=179; p=0.015

Pct(1/1) 0,200±0,03 0,186±0,03 t=2,47; df=179; p=0.452

PRP

Trombociti (�109/L) 521,22±148,4 622,81±187,6 t=3,048; df=179; p=0.030

MPV (fL) 8,652±1,25 8,574±0,88 t=0,409; df=179; p=0.683

PDW(cv%) 16,324±0,72 16,06±0,72 t=1,925; df=179; p=0.056

Pct(1/1) 0,427±0,07 0,485±0,121 t=2,766; df=179; p=0.007

U tablici 4.7. prikazene su srednje vrijednosti i standardne devijacije broja trombocita,

MPV, PDW, Pct i koncentracije serotoninina te trombocitnog serotonina u skupini bolesnika s

depresivnim poreme}ajem po spolu. Statisti~ka zna~ajnost prikazana je pomo}u Studentovim
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t- testom za nezavisne uzorke. Kako je razvidno iz tablice Student t-testom za nezavisne uzorke

nije utvr|ena statisti~ki zna~ajna razlika u svim trombocitnom pokazateljima, koncentraciji se-

rotonina i trombocitnog serotonina po spolu u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Tablica 4.7. Srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije serotonina i trombocit-
nog serotonina, broja trombocita i trombocitnih pokazatelja u ispitanika s depresivnim pore-
me}ajem podijeljenih po spolu

Mu{kaci @ene Student t-test

Koncentracija
serotonina ng/ mL 144,25±96,40 122,41±22,93 t=0,768; df=134; p=0,44

Trombocitni serotonin
ng / 109 trb 268,70±131,90 248,51±110,69 t=0,426; df=134; p=0,67

Puna krv

Trombociti (�109/L) 232,2±66,5 258,8±64,8 t=2,36; df=134; p=0,019

MPV (fL) 8,28±1,06 8,53±0,96 t=1,51; df=134; p=0,133

PDW(cv%) 16,637±0,800 15,292±0,474 t=3,01; df=134; p=0,003

Pct(1/1) 0,194±0,033 0,188±0,045 t=1.08; df=134; p=0.316

PRP

Trombociti (�109/L) 542,8±165.7 526,3±132,6 t=0,630; df=134;p=0.530

MPV (fL) 8,22±1,07 8,59±0,98 t=2,07; df=134; p=0,040

PDW(cv%) 16,34±0,79 16,18±0,55 t=1,38; df=134; p=0.169

Pct(1/1) 0,434±0,110 0,44±0,105 t=0,360; df=134; p=0,717

4.6. Povezanost dobi s koncentracijom serotonina
u trombocitima

Da bi utvrdili utjecaj dobi na koncentraciju serotonina u trombocitima u~injena je linearna regre-

sija u kojoj je koncentracija serotonina bila ovisna varijabla, a dob u godinama prediktorska vari-

jabla. Navedena analiza u~injena je zasebno za skupinu zdravih ispitanika kontrolne skupine i za

skupinu bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Linearnom regresijskom analizom u skupini zdravih ispitanika utvr|eno je da je varijan-

ca zavisne promjenjive varijable obja{njena s samo 0,4 % (r2 = 0,004), drugim rije~ima kon-
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centracija serotonina u trombocitima se mo`e objasniti s samo 0,4 % starosti izra`eno u godi-

nama.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koncentracija serotonina ovisna varijabla, a starost izra`ena u godinama pre-

diktorska varijabla nije statisti~ki zna~ajan [F(1, 177) = 1,68; p = 0,197]. Koeficijenti linearne re-

gresijske analize nalaze se u tablici 4.8.

Tablica 4.8. Koeficijenti linearne regresijske analize za zdravu kontrolnu skupinu Prediktorska
varijabla je dob, a ovisna varijabla je koncentracija serotonina

DOB NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI
(CI) 95%

B St.
pogre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

–1,923 1,483 –0,097 5,326 <0,001 255,76 556,84

Linearnom regresijskom analizom u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem utvr-

|eno da je varijanca zavisne promjenjive varijable obja{njena s samo 0,7 % (r2 = 0,007), drugim

rije~ima koncentracija serotonina u trombocitima se mo`e objasniti s samo 0,7 % starosti

izra`eno u godinama.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koncentracija serotonina ovisna varijabla,a starost izra`ena u godinama pre-

diktorska varijabla nije statisti~ki zna~ajan [F(1,135) = 0,945; p = 0,333]. Koeficijenti linearne

regresijske analize nalaze se u tablici 4.9.

Tablica 4.9. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu bolesnika s depresivnim pore-
me}ajem. Prediktorska varijabla je dob, a ovisna varijabla je koncentracija serotonina

DOB NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
pogre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

–1,394 1,434 –0,083 2,717 0,007 56,26 357,14
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4.7. Povezanost svih trombocitnih pokazatelja i koli~ine
serotonina u trombocitima

Ispitivanje povezanosti trombocitnih pokazatelja i koli~ina serotonina u~injeno je izra~unavan-

jem Pearsonovog koeficjenta korelacije – r, te zna~ajnost povezanost – p. Tuma~enja koeficijen-

ta korealcije u~injeno je prema Coltonu; r = 0–0,25 – nema povezanosti, r = 0,25–0,50 – slaba po-

vezanost, r = 0,50–0,75 – dobra povezanost i r = 0,75–1 – izvrsna povezanost. Granica statisti~ke

zna~ajnosti postavljena na p < 0,05.

Dobra povezanost koja ima i statisti~ku zna~ajnost potvr|ena je u bolesnika s depresiv-

nmim poreme}ajem izme|u trombokrita (PCT) u PRP – u kao rezultat izoliranja isklju~ivo trom-

bocita. Isto vrijedi i za povezanost broje trombocita u krvi s trombokritom u PRP-u. Povezanost

trombokrita i broja trombocita u krvi je slijed izra~una trombokrita u koji je direktno uklju~en

broj trombocita. Izvrsna je povezanost MPV-a u krvi i PRP-u.

U tablici 4.10. prikazani su koeficijenti korelacije (r) i statisti~ka zna~ajnost povezanosti

(p) za sve trombocitne pokazatelje i koli~inu trombocitnog serotonina u PRP i punoj krvi za gru-

pu ispitanika s depresivnim poreme}ajem.
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Slika 4.5. Grafi~ki prikaz linearne regresije za rezultate odre|ivanja koncentracije serotonina
u trombocitima u odnosu na dob za obje skupine ispitanika u kojem je razvidno da koncentra-
cija serotonina u trombocitima nije ovisna o `ivotnoj dobi.



Tablica 4.10. Koeficijenti korelacije (r) i statisti~ka zna~ajnost povezanosti (p) za sve trombo-
citne pokazatelje i koli~inu trombocitnog serotonina u PRP-u i punoj krvi u grupi ispitanika s
depresivnim poreme}ajem.

koli~ina
serotonina u

trbombocitima
(ng /109 trb)

konc.
serotonina

ng
ser./trb PRP MPV PDW PCT TRB MPV PCT PDW

se/trb
0,94

<0,001
– – – – – – – – –

PRP
0,19
0,025

0,00
0,987

– – – – – – – –

MPV
0,05
0,561

0,01
0,875

0,31
<0,001

– – – – – – –

PDW
0,21
0,014

0,10
0,248

0,26
0,003

0,01
0,987

– – – – – –

PCT
0,13
0,114

0,02
0,827

0,85
<0,001

0,06
0,460

0,23
0,008

– – – – –

TRB
0,09
0,288

0,09
0,919

0,80
<0,001

0,41
<0,001

0,19
0,026

0,63
<0,001

– – – –

MPV
0,10
0,232

0,03
0,690

0,37
<0,001

0,88
<0,001

0,06
0,465

0,04
0,621

0,42
<0,001

– – –

PCT
0,16
0,066

0,18
0,031

0,00
0,918

0,02
0,853

0,02
0,854

0,01
0,895

0,03
0,749

0,02
0,837

– –

PDW
0,00
0,996

0,03
0,713

0,23
0,009

0,14
0,871

0,56
<0,001

0,25
0,004

0,23
0,006

0,16
0,849

0,01
0,869

–

rPl
0,04
0,848

0,07
0,712

0,22
0,234

0,48
0,007

0,01
0,952

0,13
0,503

0,19
0,313

0,36
0,052

0,00
0,961

0,47
0.008

Dobra povezanost koja ima i statisti~ku zna~ajnost potvr|ena je u grupi zdravih ispitanika

izme|u trombokrita (PCT) u PRP – u kao rezultat izoliranja isklju~ivo trombocita. Isto vrijedi i

za povezanost broje trombocita u krvi s trombokritom u PRP-u. Povezanost trombokrita i broja

trombocita u krvi je slijed izra~una trombokrita u koji je direktno uklju~en broj trombocita.

Izvrsna je povezanost MPV-a u krvi i PRP-u kao {to je i u grupi ispitanika s dapresivnim pore-

me}ajem.

U tablici 4.11. prikazani su koeficijenti korelacije (r) i statisti~ka zna~ajnost povezanosti

(p) za sve trombocitne pokazatelje i koli~inu trombocitnog serotonina u PRP i punoj krvi za gru-

pu zdravih ispitanika.
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Tablica 4.11. Koeficijenti korelacije (r) i statisti~ka zna~ajnost povezanosti (p) za sve trombocit-
ne pokazatelje i koli~inu trombocitnog serotonina u PRP-u i punoj krvi u grupi zdravih ispitanika

koli~ina
serotonina u

trbombocitima
(ng /109 trb)

konc.
serotonina

ng
ser./trb PRP MPV PDW PCT TRB MPV PCT PDW

se/trb
0,760

<0,001
– – – – – – – – –

PRP
0,45

<0,001

0,49
0,512

– – – – – – – –

MPV
0,08
0,301

0,09
0,197

0,365
<0,001

– – – – – – –

PDW
0,26

<0,001

0,04
0,559

0,51
<0,001

0,30
– – – – – –

0PCT
0,40

<0,001

0,43
0,567

0,87
<0,001

0,01
0,867

0,28
<0,001

– – – – –

TRB
0,32

<0,001

0,14
0,848

0,66
<0,001

0,50
<0,001

0,27
<0,001

0,55
<0,001

– – – –

MPV
0,15
0,400

0,06
0,460

0,45
<0,001

0,92
<0,001

0,32
<0,001

0,11
0,133

0,54
<0,001

– – –

PCT
0,26

<0,001

0,05
0,504

047
<0,001

0,029
0,904

0,10
0,171

0,57
<0,001

0,82
<0,001

0,02
0,840

– –

PDW
0,11
0,133

0,01
0,957

0,15
0,043

0,29
<0,001

0,53
<0,001

0,08
0,282

0,18
0,014

0,27
<0,001

0,05
0,536

–

rPl
0,22
0,156

0,06
0,723

0,32
0,037

0,38
0,012

0,39
0,012

0,17
0,274

0,38
0,011

0,34
0,026

0,26
0,096

0,01
0.970

4.8. Povezanost koli~ine serotonina u trombocitima s brojem
trombocita

Da bi utvrdili utjecaj broja trombocita na koli~inu serotonina u trombocitima u~injena je linearna

regresija u kojoj je koncentracija serotonina bila ovisna varijabla, a broj trombocita izra`en 109/L

prediktorska varijabla. Navedena analiza u~injena je zasebno za skupinu zdravih ispitanika kon-

trolne skupine i za skupinu bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Linearnom regresijskom analizom u skupini zdravih ispitanika utvr|eno je da je varijanca

zavisne promjenjive varijable obja{njena s 10,2 % (r2= 0,102), drugim rije~ima koncentracija se-

rotonina u trombocitima se mo`e objasniti s 10,2% broja trombocita.
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U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koncentracija serotonina ovisna varijabla, a broj trombocita izra`en 109/L

prediktorska varijabla statisti~ki zna~ajan [F(1, 177) = 20,165; p = < 0.001) {to zna~i da je u sku-

pini zdravih ispitanika pokazano da koli~ina serotonina u trombocitima ne ovisi o njihovom bro-

ju. Koeficijenti linearne regresijske analize nalaze se u tablici 4.12.

Tablica 4.12. Koeficijenti linearne regresijske analize za zdravu kontrolnu skupinu Prediktor-
ska varijabla je broj trombocita, a ovisna varijabla je koli~ina serotonina

BROJ
TRB.

NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

1,598 0,356 0,320 4,491 <0,001 –227,389 105,347

Linearnom regresijskom analizom u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem utvr-

|eno da je varijanca zavisne promjenjive varijable obja{njena s samo 0,8% (r2= 0,008), drugim

rije~ima koli~ina serotonina u trombocitima se mo`e objasniti s samo 0, 8% broja trombocita

izra`enih u 109 /L.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koncentracija serotonina ovisna varijabla, a broj trombocita izra`en u 109/L,

prediktorska varijabla nije statisti~ki zna~ajan [F(1,135) = 1,138; p = 0,288] {to zna~i da je u sku-

pini ispitanika s depresivnim poreme}ajem pokazano da koli~ina serotonina u trombocitima ne

ovisi o broju trombocitakao {to je pokazano ve} u skupini zdravih ispitanika. Koeficijenti linear-

ne regresijske analize nalaze se u tablici 4.13.

Tablica 4.13. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu bolesnika s depresivnim po-
reme}ajem. Prediktorska varijabla je broj trombocita izra`en u 109 / L, a ovisna varijabla je
koli~ina trombocitnog serotonina

BROJ
TRB.

NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

0,27 0,213 –0,091 1,456 0,148 –28,155 185,22

Biserka Getaldi}-[varc – Doktorski rad Rezultati

59



4.9. Povezanost koli~ine serotonina u trombocitima s veli~inom
trombocita – MPV

Da bi utvrdili utjecaj veli~ine trombocita na koli~inu serotonina u trombocitima u~injena je line-

arna regresija u kojoj je koncentracija serotonina bila ovisna varijabla, a veli~ina trombocita

izra`en kao MPV u fL, prediktorska varijabla. Navedena analiza u~injena je zasebno za skupinu

zdravih ispitanika kontrolne skupine i za skupinu bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Linearnom regresijskom analizom u skupini zdravih ispitanika utvr|eno je da je varijanca

zavisne promjenjive varijable obja{njena s 2,4 % (r2= 0,024), drugim rije~ima koli~ina serotoni-

na u trombocitima se mo`e objasniti s 2,4% veli~ine trombocita.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koli~ina serotonina ovisna varijabla, a veli~ina trombocita izra`ena kao MPV

u fL, prediktorska varijabla statisti~ki zna~ajan [F(1, 177) = 4,278; p = 0.040] {to zna~i da je u

skupini zdravih ispitanika pokazano da koli~ina serotonina u trombocitima ne ovisi o njihovoj

veli~ini. Koeficijenti linearne regresijske analize nalaze se u tablici 4.14

Tablica 4.14. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu zdravih ispitanika. Prediktor-
ska varijabla je veli~ina trombocita izra`ena kao MPV – u fL, a ovisna varijabla je koli~ina trom-
bocitnog serotonina

MPV NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

–35,42 17,128 –0,154 –2,068 0,040 321,860 901,81

Linearnom regresijskom analizom u skupini ispitanika s depresivnim poreme}ajem utvr-

|eno je da je varijanca zavisne promjenjive varijable obja{njena s 1,1 % (r2= 0,011), drugim rije-

~ima koli~ina serotonina u trombocitima se mo`e objasniti s 1,1% veli~ine trombocita.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koli~ina serotonina ovisna varijabla, a veli~ina trombocita izra`ena kao

MPV u fL, prediktorska varijabla statisti~ki zna~ajan [F(1,135) = 1.441; p = 0.232] {to zna~i da

je u skupini ispitanika s depresivnim poreme}ajem nije pokazano da koli~ina serotonina u

trombocitima ne ovisi o njihovoj veli~ini. Koeficijenti linearne regresijske analize nalaze se u

tablici 4.15.
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Tablica 4.15. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu bolesnika s depresivnim po-
reme}ajem. Prediktorska varijabla je veli~ina trombocita izra`ena kao MPV – u fL, a ovisna va-
rijabla je koli~ina trombocitnog serotonina

MPV NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

–16,595 13,825 –0,103 –1,200 0,232 41,954 505,36
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Slika 4.6. Grafi~ki prikaz linearne regresije za rezultate odre|ivanja koncentracije serotonina
u trombocitima u odnosu na MPV za kupine zdravih ispitanika prema kojem je razvidno da
koncentracija serotonina u trombocitima nije ovisna o MPV-u.



4.10. Povezanost koli~ine serotonina u trombocitima s koli~inom
serotonina u PRP-u

Da bi utvrdili utjecaj koli~ine serotonina u PRP na koli~inu serotonina u trombocitima izra`enu kao

koli~ina u 109 trombocita u~injena je linearna regresija u kojoj je koli~ina serotonina u PRP bila

ovisna varijabla, a koli~ina serotonina izra`ena na 109 trombocita prediktorska varijabla. Ova ana-

liza u~injean je radi dodatne provjere izra`avanja koli~ine serotonina u trombocitima. Navedena

analiza u~injena je zasebno za skupinu zdravih ispitanika kontrolne skupine i za skupinu bolesnika

s depresivnim poreme}ajem.

Linearnom regresijskom analizom u skupini zdravih ispitanika utvr|eno je da je varijanca

zavisne promjenjive varijable obja{njena s 19,9 % (r2= 0,199), drugim rije~ima koli~ina seroto-

nina u trombocitima se mo`e objasniti s 19,9% koli~ine serotonina u PRP-u.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da mo-

del u kojemu je koli~ina serotonina u PRP -u ovisna varijabla, a koli~ina serotonina u trombocitima

izra`ena u 109, prediktorska varijabla statisti~ki zna~ajan [F(1, 177) = 43,815; p = < 0,001] {to

zna~i da je u skupini zdravih ispitanika pokazano da koli~ina serotonina u trombocitima ovisi o

koli~ini serotonina u PRP-u. Koeficijenti linearne regresijske analize nalaze se u tablici 4.16.
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Slika 4.7.Grafi~ki prikaz linearne regresije za rezultate odre|ivanja koncentracije serotonina u
trombocitima u dnosu na MPV za skupine ispitanika s depresivnim poreme}ajem prema ko-
jem je razvidno da koncentracija serotonina u trombocitima nije ovisna o MPV-u.



Tablica 4.16. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu zdravih ispitanika. Prediktor-
ska varijabla je koli~ina serotonina u PRP-u, a ovisna varijabla je koli~ina trombocitnog seroto-
nina u 109 trombocita.

PRP NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

0,590 0,089 0,446 6,619 <0,001 –133,207 77,595

Linearnom regresijskom analizom u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem utvr-

|eno je da je varijanca zavisne promjenjive varijable obja{njena s 3,7% (r2= 0,037), drugim

rije~ima koli~ina serotonina u trombocitima se mo`e objasniti s 3,7% koli~ine serotonina u

PRP-u.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koli~ina serotonina u PRP -u ovisna varijabla, a koli~ina serotonina u trombo-

citima izra`ena u 109, prediktorska varijabla statisti~ki zna~ajan [F(1,132) = 5,127; p = 0,025] {to

zna~i da je u skupini ispitanika s depresivnim poreme}ajem pokazano da koli~ina serotonina u

trombocitima ovisi o koli~ini serotonina u PRP-u.

Koeficijenti linearne regresijske analize nalaze se u tablici 4.17.

Tablica 4.17. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu ispitanika s depresivnim po-
reme}ajem. Prediktorska varijabla je koli~ina serotonina u PRP-u, a ovisna varijabla je koli~ina
trombocitnog serotonina u 109 trombocita.

PRP NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

0,215 0,095 0,193 2,264 0,025 –84,199 124,29
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4.11. Povezanost koli~ine serotonina u trombocitima s veli~inom
trombocita iskazanom kroz MPV u PRP-u

Da bi utvrdili utjecaj veli~ine trombocita nakon izolacije iz pune krvi, izra`enoj kroz MPV u

PRP-u na koli~inu serotonina u trombocitima u~injena je linearna regresija u kojoj je koncentra-

cija serotonina bila ovisna varijabla, a veli~ina trombocita u PRP-u izra`ena kao MPV u fL, pre-

diktorska varijabla. Navedena analiza u~injena je zasebno za skupinu zdravih ispitanika kontrol-

ne skupine i za skupinu bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Linearnom regresijskom analizom u skupini zdravih ispitanika utvr|eno je da je varijanca

zavisne promjenjive varijable obja{njena s 0,6% (r2= 0,006), drugim rije~ima koli~ina serotoni-

na u trombocitima se mo`e objasniti s 0,6 veli~ine trombocita u PRP.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koli~ina serotonina ovisna varijabla, a veli~ina trombocita u PRP-u izra`ena

kao MPV u fL, prediktorska varijabla statisti~ki nije zna~ajan [F(1, 177) = 1,077; p = 0.301] {to

zna~i da je u skupini zdravih ispitanika pokazano da koli~ina serotonina u trombocitima ne ovisi

o njihovoj veli~ini u PRP-u Koeficijenti linearne regresijske analize nalaze se u tablici 4.18.

Tablica 4.18. Koeficijenti linearne regresijske analize za skupinu zdravih ispitanika. Prediktor-
ska varijabla je veli~ina trombocita izra`ena kao MPV – u fL u PRP, a ovisna varijabla je koli~ina
trombocitnog serotonina

MPV
u
PRP

NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

–18,612 17,937 –0,078 –1,038 0,301 –54,011 16,786

Linearnom regresijskom analizom u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem utvr-

|eno je da je varijanca zavisne promjenjive varijable obja{njena s 0,3% (r2 = 0,003), drugim

rije~ima koli~ina serotonina u trombocitima se mo`e objasniti s 0,3 veli~ine trombocita u PRP.

U slijede}em koraku linearne regresije u~injena je analiza varijance koja je pokazala da

model u kojemu je koli~ina erotonina ovisna varijabla, a veli~ina trombocita u PRP-u izra`ena

kao MPV u fL, prediktorska varijabla statisti~ki nije zna~ajan [F(1,135) = 0,339; p = 0.561] {to

zna~i da je u skupini ispitanika s depresivnim porema}ajem pokazano da koli~ina serotonina u

trombocitima ne ovisi o njihovoj veli~ini u PRP-u. Koeficijenti linearne regresijske analize nala-

ze se u tablici 4.19.
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Tablica 4.19. Koeficijenti linearne regresijske analize za ispitanika s depresivnim pore-
me}ajem. Prediktorska varijabla je veli~ina trombocita izra`ena kao MPV – u fL u PRP, a ovisna
varijabla je koli~ina trombocitnog serotonina

MPV
u
PRP

NESTANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

STANDARDIZIRANI
KOEFICIJENTI

t p GRANICE
POUZDANOSTI (CI)
95%

B St.
gre{ka

b donja
vrijednost

gornja
vrijednost

–8,006 13,742 –0,050 –0,583 0,561 –54,011 16,786

4.12. Povezanost koncentracije serotonina s ve}im
i manjim trombocitima

Da bi kontinuiranu varijablu MPV pretvorili u dihotomnu varijablu koja bi pokazivala razdvaj-

nje srednje vrijednosti trombocita – MPV, na dvije kategorije (ve}i i manji trombociti) izvr{en je

poseban statisti~ki postupak identifikacije presje~nih to~aka mediana i re{ifriranje rezultata kon-

tinuirane varijable MPV-a u novu dihotomnu varijablu ve}ih i manjih trombocita. Postupak je

u~injen zasebno za skupinu kontrolnih ispitanika i za bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

U tablici 4.20. nalaze se srednje vrijednosti i standardne devijacije koncentracije serotoni-

na u trombocitima u skupinama s manjim i ve}im trombocitima, i to zasebno za kontrolnu skupi-

nu i skupinu bolesnika s depresivnim porema}ejem.

Tablica 4.20.Srednja vrijednosti i SD koncentracije serotonina u trombocitima u skupinama
ve}ih i manjih trombocita za obje skupine ispitanika

Manji trombociti Ve}i trombociti Student t-test

ZDRAVA SKUPINA
N= 177

Koncentracija serotonina ng/ mL 347,90±192,13 275,08±58,91 t=2,092; df=177; p=0,038

DEPRESIVNI POREME]AJ
N= 134

Koncentracija serotonina ng/ mL 142,38±71,46 125,08±60,64 t=0,610; df=134; p=0,544

U slikama 4.7 i 4.8. rafi~ki su prikazani srednje vrijednosti koncentracije serotonina u sku-

pini zdravih ispitanika i ispitanika s depresivnim poreme}ajem razvrstane u skupine ve}ih i man-

jih trombocita.
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U slijede}em koraku u~inili smo logisti~ku regresiju da bi utvrdili povezanost koncentra-

cije serotonina s veli~inom trombocita iskazanom kao manji i ve}i trombociti zasebno za kon-

trolnu skupinu i za skupinu s depresivnim poreme}ajem

U zdravoj skupini ispitanika model u kojemu je veli~ina trombocita bila zavisna varijabla

prediktorska koncentracija serotonina je pokazala statisti~ku zna~ajnost, (c2 = 4,773; df = 1;

p = 0,029) {to pokazuje da model razlikuje koncentraciju serotonina s obzirom na veli~inu trom-

bocita izra`enu kao ve}i i manji.

Model u cjelini obja{njava 2,6–3,5 % varijance (Cox i Snell r2 = 0,026; Nagelkerke

r2 = 0,035) i ispravno kvalificira 53,6 % slu~ajeva.

4.13. Ispitivanje povezanosti koncentracije serotonina
u trombocitima i koncentracije serotonina u krvi

Da bi ispitali povezanost koncentracije serotonina u trombocitina izra`ene u ng serotonina /109

trombocita s koncentacijom serotonina u krvi izra`enom u ng serotonina na mL, u~injeno je

izra~unavanjem Pearsonovog koeficjenta korelacije – r, te zna~ajnost povezanost – p. Tuma~enja

koeficijenta korealcije u~injeno je prema Coltonu kako je navedeno ve} navedeno u 4.7. ovog

rada. Granica statisti~ke zna~ajnosti postavljena na p < 0,05. Povezanost je ispitana u obje grupe

ispitanika kako za zdrave tako i bolesnika s depresivnim poreme}ajem.
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Slika 4.7. i 4.8. Grafi~ki prikaz srednjih vrijednosti koncentracije serotonina u skupini zdravih ispi-
tanika i ispitanika s depresivnim poreme}ajem razvrstane u skupine ve}ih i manjih trombocita.



U tablici 4.21 prikazani su koeficijenti korelacije (r) i statisti~ka zna~ajnost povezanosti

(p) za koli~inu trombocitnog serotonina i koncentraciju serotonina u krvi za grupu ispitanika s

depresivnim poreme}ajem i grupu zdravih ispitanika. Iz rezultata je vidljiva izuzetno dobra po-

vezanost koncentracije serotonina u trombocitima i serotonina u krvi.

Tablica 4.21. Koeficijenti korelacije i statisti~ka zna~ajnost povezanosti koli~ine trombocit-
nog serotonina i koncentraciju serotonina u krvi za obje grupe ispitanika

Koncentracija serotonina u
trombocitima ng/109 L

SKUPINA ZDRAVIH
ISPITANIKA
N= 179

Koncentracija serotonina
ng/ mL

r = 0,78
p< 0,001

SKUPINA S
DEPRESIVNIM
POREME]AJEM
N= 137

Koncentracija serotonina
ng/ mL

r =0,94
p< 0,001

Na slici 4.9. i 4.10. grafi~ki je prikaz korelacije koncentracije serotonina u krvi izra`ena u

ng serotonina /mL. u skupini zdravih ispitanika i ispitanika s depresivnim poreme}ajem
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Slika 4.9. korelacija koncentracije serotonina u trombocitima i koncentracije u krvi u skupini
zdravih ispitanika



Na slici. 4.11. grafi~ki je prikaz srednjih vrijednosti koncentracije serotonina u krvi u sku-

pini zdravih ispitanika i ispitanika s depresivnim poreme}ajem razvrstane
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Slika 4.10. korelacija koncentracije serotonina u trombocitima i koncentracije u krvi u skupini
bolesnika s depresivnim poreme}ajem

Slika 4.11. grafi~ki prikaz srednjih vrijednosti koncentracije serotonina u krvi u skupini zdra-
vih ispitanika i ispitanika s depresivnim poreme}ajem razvrstane



4.14. Ispitivanje dijagnosti~ke to~nosti koncentracije
serotonina u trombocitima

Dijagnosti~ku to~nost pretrage odre|ivanja koncentracije serotonina u trombocitima u~inili smo

ispitivanjem mjera dijagnosti~ke to~nosti:

1. ispitivanje osjetljivosti i specifi~nosti pretage,

2. odre|ivanjem grani~ne vrijednosti (engl. cut off) koja bi razgrani~avala zdrave i osobe s

depresivnim poreme}ajem,

3. ispitivanje predktivne vrijednosti.

Kako osjetljivost i specifi~nost neke pretrage nisu konstantne mjere dijagnosti~ke to~nosti

nego se mijenjaju s izborom grani~ne vrijednosti napravili smo ROC krivulju za odre|ivanja op-

timalnih vrijednosti osjetljivosti i specifi~nosti koncentracije serotonina u trombocitima (ROC –

akronim od engl. Recevier Operating Characteristic Analysis).

Na slici 4.12. prikazan je grafikon ROC krivulje koncentracije trombocitnog serotonina s

obzirom na specifi~nost i osjetljivost navedene varijable u dijagnostici bolesnika s depresivnim

poreme}ajem.

Analizom povr{ine ispod ROC krivulje odre|ena je vrijednost od 111,8 kao to~ka u kojoj

su osjetljivost i specifi~nost koncentracije trombocitnog serotonina za predikciju velikog depre-

sivnog poreme}aja u optimalnoj ravnote`i. Ukupna to~nost predikcije depresije (AUC povr{ina
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ispod ROC krivulje) temeljem koncentracije trombocitnog serotonina je vrlo dobra i iznosi 0,858

(P=0,001). U tablici 4.22. prikazno je testiranje statisti~ke zna~ajnosti dijagnosti~ke vrijednosti

koncentracije trombocitnog serotonina.

Tablica 4.22. Testiranje statisti~ke zna~ajnosti dijagnosti~ke vrijednosti koncentracije trom-
bocitnog serotonina

povr{ina ispod krivulje 95 %-tni interval pouzdanosti

povr{ina
(ukupna to~nost)
0,858

st. pogre{ka
0,022

p
< 0,001

donja granica
0,813

gornja granica
0,895

Pri navedenoj grani~noj vrijednosti od 118,8 ng serotonina / 109 trombocita, pretraga ima

visoku specifi~nost od 96,5 % koja zadovoljava dijagnosti~ke potrebe prema kojim je mala vje-

rojatnost da }e zdrava osoba dobiti la`no negativan rezultata pretrage, odnosno malu vjerojatnost

da }e zdrave osobe imati vrijednost serotonina u trombocitima ispod grani~ne vrijednosti. Osjet-

ljivost pretrage pri ovoj grani~noj vrijednosti je 64,4 % i ona je prihvatljiva jer se u bolesnih oso-

ba u dijagnozu depresivnih poreme}aja uklju}uje psihijatrijsko promatranje.

Ukoliko bismo pomaknuli osjetljivost na vi{u vrijednost od 90 % grani~na vrijednost bi

bila 330 ng serotonina / 109 trombocita, te bi time udjel la`no pozitivnih nalaza bio znatnao ve}i

jer bi grani~na vrijednost bila iznad donje granice referentnog intervala, a samim tim ne bi bio

postignut doprinos u dijagnostici ovih bolesnika.

Omjer vjerojatnosti za pozitivni rezultat pretrage LR + (engl. likelihood ratio) iznosi

18,56, te se odre|ivanje serotonina u trombocitima mo`e smatrati dobrim dijagnosti~kim testom

za depresivne poreme}aje koji ima zna~ajan doprinos u prihva}anju dijagnoze depresivnog pore-

me}aja (LR +> 10).

Omjer vjerojatnosti za negativan rezultat LR – iznosi 0,37, te je vjerojatnost da se negativ-

ni rezultat (vi{a vrijednost trombocitnog serotonina) pojavi kod bolesnika s depresivnim pore-

me}ajem znatno manja u odnosu na zdrave ispitanike.

Pozitivna prediktivna vrijednost u na{em ispitivanju s novo odre|enim granicama koncen-

tarcije serotonina u trombocitima za dijagnozu depresivnog poreme}aja iznosi 94,5 %, u ispiti-

vanoj populaciji (prevalencija bolesti – 48,4 %). Ova vrijednost pokazuje izrazito visoku vjero-

jatnost da }e u bolesnika s depresivnim poreme}ajem biti rezultati pretrage pozitivni, odnosno

razina sertonina u trombocitima ispod grani~ne vrijednosti. Negativna prediktivna vrijednost u

na{im ispitivanjima i ispitivanoj populaciji iznosi 74,5% {to pokazuje visoku vjerojatnost da se u

zdravih osoba ne}e na}i negativan rezultat odnosno vi{e vrijednosti koncentracije serotonina.
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RASPRAVA

Rasprava

Trombociti i serotonin kao dva osnovna pojma koji su bili istra`ivani u ovom radu zasigurno u

suvremenim znanstvenim istra`ivanjima prelaze u podru~je za koje se mo`e re}i da je »popular-

na znanost«. Svekoliko prisutne medijske informacije o ovim stanicama i bioaminu, koje se`u od

podru~ja farmaceutske industrije preko nutricionizma do niza priru~nika o emocionalnoj inteli-

genciji i uravnote`enju raspolo`enja, nisu bezrazlo`ne.

Naime, nije bezrazlo`an ovaj ogroman javni i znanstveni interes jer su poreme}aji funkio-

nalne aktivnosti trombocita i neuravnote`ena sinteza neurotransmitera serotonina bitan dio pato-

fiziologije dviju naju~estalijih bolesti u humanoj populaciji, a to su ishemijska bolest srca i de-

presija. Istovremeno nije jo{ u potpunosti prihva}eno da postoji uzro~noposljedi~na povezanost

patofiziologije ova dva stanja.

Svjetska zdravstvena organizacija predvi|a da }e depresija do 2020. godine postati drugi

zdravstveni problem na svijetu iza ishemijske bolesti srca s udjelom od 5,7 %, a kod `enske po-

pulacije vode}i zdravstveni problem. Istovremeno epidemiolo{ke studije od prije 20 godine uka-

zuju da je depresivni poreme}aj nezavisni prediktor razvoja kardiovaskularnih oboljenja te dva

do tri puta ve}e smrtnosti takovih bolesnika (Musselman, 1998; Glassman, 1998.). Hospitalizira-

ni bolesnici radi infarka miokarda koji su razvili depresivni poreme}aj, imaju gotovo dvostruko

ve}i rizik moraliteta od kardiogenog {oka (Rumsfeld, 2005).Ova uzro~noposljedi~na povezanost

dviju najzastupljenijih bolesti pokreta~ je istra`ivanjima u kojima se poku{alo razjasniti vi{estru-

ke mehanizme {to vjerojatno povezuju te patofiziolo{ke promjene (Kim, 2005; Nemeroff, 2009).

Dana{nja stajali{ta o razvoju aterosklerotskih promjena uklju~uju izmijenjenu funkcionalnu ak-

tivnost trombocita kao jedan od dominantnih faktora patofiziologije ateroskleroze i vjerojatno

klju~no mjesto preklapanja s depresivnim poreme}ajima.

Brojnost radova u kojima je ispitana poja~ana agregabilnost trombocita u bolesnika s ate-

rosklerotskim promjenama, kao i onih koji su razvili ishemijsku bolest srca, rezultirala je

uvo|enjem protektivne antiagregacijske terapije. Istovremeno se razvila i metodologija pra}enja

aktivnosti trombocita u in vitro uvjetima ~ije je temelje postavio Born kao {to je navedeno u uvo-

du. Koliko god spoznaja o bolestima krvo`ilnog sustava jako napreduje, te smo svjedoci klini~ke

primjene brojnih dijagnosti~kih biljega kojima se prate takvi bolesnici, toliko je, na `alost, pri-
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stup bolesnicima s du{evnim poreme}ajima i dalje prepu{ten isklju~ivo psihijatrima uz trajno

prisutnu stigmatizaciju takvih bolesnika.

Podatak da je 48% bolesnika bilo pregledalo 5 ili vi{e lije~nika prije postavljanja dijagno-

ze, a u 35% bolesnika je pro{lo prosje~no 10 godina od prvog javljanja bolesti pa do postavljanja

ispravne dijagnoze (Lish i sur., 1994.), kao i rezultati nedavno objavljene studije, ukazuju da

samo jedna tre}ina bolesnika s velikim depresivnim poreme}ajem zatra`i pomo} u prvoj godini

svoje bolesti, dok u jedne tre}ine pro|e ~ak najmanje 10 godina do prvog javljanja lije~niku

(Hirschfeld i sur., 2003.) – samo to potvr|uju.

Istra`ivanja koja su rezultirala spoznajama o elementima serotoninskog sustava tromboci-

ta dio su sveukupnoga znanstvenog interesa prema identificiranju promjena na morfologiji, me-

taboli~koj aktivnosti i funkcionalnoj aktivnosti trombocita koje bi mogle biti dijagnosti~ki poka-

zatelji u kombinaciji s odre|enim sindromima, ali i prediktivni i/ili koreliraju}i biljezi odgovora

na terapiju u bolesnika s du{evnim poreme}ajima kao {to je to predvi|ao Sthal u svom radu iz

1977. godine: »The human platelets; diagnostic and research tool for study of biogenic amines in

psychiatric and neurological disorders«.Trombociti su na taj na~in postali periferni model

istra`ivanja ponajprije serotonina ~ija koli~ina izuzetno korelira s razinom u serotonegi~nim ne-

uronima, ali u punom manjem opsegu istra`ivali su se njihovi pokazatelji.

Ovdje je potrebno naglasiti da se uz veliki broj podataka o koncentraciji serotonina u trom-

bocitima u razli~itim bolestima i patolo{kim stanjima, vrlo rijetko susre}u radovi posve}eni pre-

danaliti~kim i analiti~kim aspektima {to bi zapravo trebalo predstavljati nu`nu polaznu osnovu

za patofiziolo{ka istra`ivanja.

5.1. Metodologija pripreme PRP-a i lizata trombocita

Osnova za sva odre|ivanja predstavlja pripravljanje plazme bogate trombocitima. U ovom radu

koristili smo kao jedinstveni uzorak za pripravu PRP-a uzorak venske krvi uzet u jutarnjim sati-

ma, {to je bitno radi cirkadianog ritma serotonina.

Prema ispitivanjima (Montero i sur., 1989) u pra}enju dnevne dinamike koncentracije se-

ortonina u trombocitima pokazalo se lagano povi{enje u peridu od 8 sati ujutro do 20 sati

nave~er, dok je tijekom no}i rast bio zna~ajno povi{en (p<0,05) u razini od 165±175 nmola/108

trombocita. Podatak je pak u suprotnosti s rezultatima Wirtza i Justice iz 1977. koji nisu potvrdili

povi{ene vrijednosti tijekom no}i.

Autori preporu~uju da se u uzimanju uzorka za odre|ivanja serotonina u trombocitima vri-

jeme uzorkovanja ograni~i na razdoblje od 8 do 10 sati ujutro ~ime bi se izbjegla intraindividua-

lana varijabilnost. Vrijeme uzorkovanja bitno je ako se ova pretraga uklju~i u klini~ke pretrage,

ali i u istra`ivanjima referentnog intervala neovisno o metodologiji kojom se odre|uje serotonin.
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Uzorak krvi uzet je na K3 EDTA od 3 mL, s molarnom koncentracijom antikoagulansa

4,55±0,85 mmol/L krvi. U nekim radovima navodi se upotreba ACD (acidi citrici, dekstroza) an-

tikoagulansa, ali omjer antikoagulansa i krvi je 1:10 u takvim uzorcima, {to nije adekvatan uzo-

rak za odre|ivanje trombocitnih parametara, a ospisana jo{ ve}a razrje|enja nemaju osnovu u

spre~avanju aktivacije trombocita ([agud, 2007, Balija, 2003). U radu Banovi}a i suradnika (Ba-

novi}, 1993) opisan je optimirani postupak izoliranja trombocita u svrhu odre|ivanja serotonina,

ali na{ je cilj bio minimaliziranje uzorka, {to je i postignuto.

Trombocitne parametre odre|ivali smo nakon {to je uzorak skladi{ten najmanje dva sata

na sobnoj temperaturi da bi se postigla stabilnost volumena trombocita i promjene njihova disko-

idnog oblika u in uvjetima in vitro, {to je dokazao Bessman kako je navedeno u uvodu rada.

Trombocite smo izolirali centrifugiranjem u trajanju od 10 min na 200 � g (500 okreta-

ja/min) na temperaturi od 20 °C. Ovim se na~inom separiraju trombociti u ve}ini suvremenih ra-

dova u kojima je odre|ivana koncentracija serotonina u trombocitima ili pra}ena kinetika seroto-

nina u trombocitima (Banovi}, 2010; Ayzenberg, 2007, Maurer-Spurej, 2007). Nakon odvajanja

plazme bogate trombocitima koja je bila zadovoljavaju}e koli~ine od 300–350 mL odre|eni su

trombocitni parametri u PRP-u na hematolo{kom analizaoru koji radi na principu impedancije i

na kojem su odre|eni parametri u punoj krvi. Interesantno je da se jo{ u novijim radovima nalaze

podaci u kojima je broj trombocita u PRP odre|ivan manuelno vizuelnom metodom (Fi{ar,

2008) ~ija nepreciznost je u razini CV od 20–25%.

Prema na{im rezultatima tijekom odvajanja trombocita i priprema PRP-a nije nastala

zna~ajna razlika u njihovoj veli~ini u skupini zdravih ispitanika. Srednja vrijednost MPV-a u pu-

noj krvi bile su za skupinu zdravih ispitanika u rasponu 8,518±1,018 fL, a u skupini bolesnika s

depresivnim poreme}ajem 8,412±1,027 fL pri ~emu nema statisti~ke zna~janosti ispitano t-te-

stom. U PRP-u srednje vrijednosti MPV-a u zdravih ispitanika 8,620±0,986 fL, dok je u skupini

bolesnika s depresivnim poreme}ajem 8,392±1,043fL.Ova mala razlika nije zna~ajna u smislu

izmijenjene strukture trombocita u bolesnika s depresivnim poreme}ajem u in viro uvjetima, ve}

je isklju~ivo rezultat mjerne preciznosti za MPV koja je na na{em analiti~kom sustavu 2010. god

iznosila CV<2%. Malo je radova u kojima su mjerene vrijednosti MPV-a u PRP-u, pa jedini do-

stupni usporedivi podatak nalazimo u radu iz 2003 (Balija, 2003) u kojem je izmjeren MPV u

PRP-u u skupine isklju~ivo zdravih ispitanika isto nije bio bitno izmijenjen (7,1 fL – puna krv;

7,0 fL – PRP).

Navedeni podaci podr`avaju na~in odvajanja trombocita koji je upotrijebljen u ovom radu,

a koli~ina dobivenog PRP-a dostatna je za odre|ivanje trombocitnih pokazatelja te za pripremu

lizata u kojem se odre|uje serotonin. Metodologija liziranja trombocita u PRP-u u~injena je u

na{im ispitivanjima u dvostupnjevitom razaranju stanica. Prvo smo dodatkom fiziolo{ke otopine

i centrifugiranjem na 4 °C iskoristili poznatu tremolabilnost trombocita za njihovo razaranje i

ispiranje ostatnih plazmatskih proteina. Talog je resuspendiran dodatkom destilatne vode i inten-
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zivnim protresanjam. Ovaj na~in liziranja trombocita kori{ten je i u drugim radovima (Zeller,

1986; Kema, 2001) dok je ultrasonifikacijski pristup metodolo{ki zahtjevniji (Balija, 2003).

Ujedno, u na{em postupku vrijeme je pripreme PRP izuzetno kratko {to je u skladu s pro-

porukama Malmgrena koji je prou~avao upravo predanaliti~ke faktore kod razli~itih metodolo-

gija odre|ivanja serotonina u humaninim trombocitima (Malmrgren, 1981.)

Ovako pripremljeni lizati trombocita skladi{teni su na –20 °C nekoliko tjedana, odnosno

do odre|ivanja koncentracije serotonina ELISA metodom.

Izvrsna korelacija na{ih rezultata s rezultatima HPLC metode koja je provedena na istov-

jetnim uzorcima lizata trombocita potvrdila nam je ispravnost pripreme PRP-a, kao i lizata trom-

bocita.

5.2. Metodologija odre|ivanja serotonina

Kao {to je u uvodnom dijelu re~eno, trombocitni serotonin predstavlja gotovo ukupni sadr`aj se-

rotonina u cirkulaciji budu}i da je slobodni serotonin manji od 1%.

Od biokemijskih metoda mjerenja najvi{e se koriste spektroflurometrijska (OPT – ortofta-

diladlehid) i HPLC metoda dok se metoda ELISA koja primjenjuje u istra`ivanjima proteklih ne-

koliko godina (Fi{ar, 2008). Me|u 16 radova u razdoblju od 2000. god. do danas, u kojima se

istra`ivala fiziologija serotonina u trombocitima radi uspostavljanja referentnih intervala za

zdravu populaciju, nije se koristila ELISA tehnika. Prema broju ispitanika treba istaknuti radove

Herviga i sur iz 1996., te Jerneja i sur. iz 2000. koji su u ispitivanja uklju~ili 200 odnosno 500

zdravih ispitanika.

Metoda HPLC odlikuje se visokom specifi~no{}u, ali je znatno dugotrajnija, i ekonomski

zahtjevnija. Na{i rezultati usporednog odre|ivanja 44 uzorka s HPLC metodom pokazali su izu-

zetno visoku povezanost rezultata ovih dviju metoda.

Rezultati Passing-Bablock regresije za rezultate odre|ivanja koncentracije serotonina u

trombocitima metodama ELISA i HPLC s 95% pouzdano{}u, pokazuju da nema zna~ajnog od-

stupanja me|u izmjerenim vrijednostima.

Ispitivanjem preciznosti unutar serije dobili smo prihvatljive rezultate (CV = 10,4%) Pro-

vjeru referentnog intervala koji je deklarirao proizvo|a~ testa, ispitali smo na 144 zdrava ispita-

nika s 90% pouzdanosti, s provjerom grani~nih vrijednosti. Koncentracije serotonina pokazale

su normalnu distribuciju i vrijednosti unutar granica intervala: donja granica 201,5 i gornja gra-

nica 940,2 ng serotonina/109 trombocita. Pozitivan rezultat kratke evaluacije metode bio nam je

upori{te za sve interpretacije na{ih rezultata koje su uslijedile.
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5.3. Postanaliti~ki faktori u odre|ivanju koli~ine serotonina u
trombocitima

Ako se koli~ina serotonina izra`ava po jedini~noj masi trombocitnog proteina kao mjeri trombo-

citne mase (kao {to se u nekim radovima navodi), istra`iva~ima se name}u neke nedoumice. Jed-

na od njih je ostatni stani~ni proteini leukocitne populacije nakon ispiranja uzorka, ali i ostatni

plazmatski proteini koji su interindividuano varijabilni. Oni bi mogli biti razlogom la`no

povi{ene trombocitne proteinske mase te tako izravno utjecati na rezultate prikazuju}i ih la`no

ni`im (Zeller, 1986.; Anthony; 1989., Mück [eler, 1996., Jernej, 2000.)

Pri tome treba imati na umu da je koli~ina proteina u trombocitima izrazito mala jer je ona

determinirana ve} u ranoj fazi trombopoeze, kao {to je opisano u uvodu i prema literaturi iznosi

oko 450 µg proteina na 1 mL PRP-a, pa je u toj koli~ini interferencija drugih proteina vrlo vjero-

jatna.

Analizom uzorka PRP-a dobili smo i vrijednosti ostatnih leukocita koji se prenesu tijekom

odvajanja plazme po zavr{etku centrifugiranja jer se limfociti prakti~no ne razlikuju po svojim

sedimentacijskim karakteristikama. Nadalje, kako se u radovima (Jernej, 2000; Jernej 1988.) na-

vodi mogu}nost interferiranja ostatnih leukocita radi male koli~ine serotonina u njima, provjerili

smo korelaciju ostatnih leukocita i koncentraciju serotonina za sve ispitane uzorke i dobili da ne

postoji korelacija izme|u broja ostatnih leukocita i koncentracije serotonina u trombocitima

(r = –0,08; p = 0, 257). Mi{ljenja smo da je koli~ina ostatih stanica leukocitne populacije bitna

ukoliko se koli~ina serotonina izra`ava na koli~inu proteina, dok u ispitivanjima u kojima se

koli~ina izra`ava na broj trombocita to nema zna~aja, {to smo i pokazali na{im rezultatima.

U literaturi se jo{ susre}u radovi u kojima se koli~ina serotonina izra`ava u nmol na 109

trombocita (Flachaire, 1990. Maurer-Spurej, 2006). Kako je u takovom na~inu izra`avanja refe-

rentni interval prema istra`ivanjima Flachire i sur. 3,52±1,32 nmol/109 trombocita, te{ko je

uspore|ivati navedene rezultate jer je za prera~unavanje koli~ine potrebno poznavanje koli~ine

serotonina po mililitru krvi koja se nakon toga konvertira s faktorom 5,67 u ng.

Kao jedan od na~ina izra`avanja koji je prisutan u literaturi je koli~ina serotonina na jedi-

ni~ni volumen krvi. Iako ovaj na~in izra`avanja ima drugu fiziolo{ku dimenziju, on je u nepo-

srednoj povezanosti jer se 99% ukupnog serotonina u cirkulaciji, kao {to je navedno u uvodu, na-

lazi u trombocitima.

Radi razlike u fiziologiji ne treba o~ekivati da }e izuzetno korelirati koli~ine serotonina u

krvi s koli~inom u trombocitima, jer ne mora nu`no zna~iti povi{eni cirkuliraju}i serotonin

(primjer trombocitopenija) i povi{enu vrijednost u trombocitima, ipak je vi{e autora na{lo dobru

povezanost, te razultate svojih ispitivanja izrazilo u ng serotonina u ml krvi (Ortiz, 1988.; [atti-

chis, 1994. Jernej 2000.)
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U na{em radu na{li smo jako dobru korelaciju koncentracije serotonina u trombocitima i

koli~ine serotonina u krvi u grupi zdravih ispitanika (r = 0,78; p<0,001), te izuzetnu korelaciju

rezultata u grupi bolesnika s depresivnim poreme}ajem (r = 0,94; p<0,001). U radu Jerneja i sur.

na ispitivanoj grupi od 483 zdrava ispitanika potvrdio je korelaciju na razini r = 0,66 (Jernej,

2000.). Ujedna~avanje na~ina izra`avanja u budu}im istra`ivanjima olak{alo bi interpretaciju re-

zultata, posebno u klini~koj dijagnosti~koj primjeni odre|ivanja serotonina. Za sada su u

istra`ivanjima prete`e izra`avanje cirkuliraju}eg serotonina i/ili izra`avanje koncentraciji sero-

tonina na broj trombocita.

5.4. Distribucija frekvencije individualnih vrijednosti
koncentracije serotonina u trombocitima

5.4.1. Zdravi ispitanici

Distribucija koncentracije serotonina istra`ena je u trombocitima zdravih ispitanika koji su bili

heterogena skupina sastavljena od: dobrovoljnih davaoci krvi, studenta i djelatnika u na{oj

zdravstvenoj ustanovi. Prosje~ne vrijednosti koncentracije serotonina u trombocitima iznosile su

za cjelokupnu skupinu 549,16±255,43 ng/109 trombocita, za mu{karce 521,06±253,4 ng/109

trombocita, a za `ene 524,17±264,8 ng/109 trombocita. Distribucija frekvencije individualnih

vrijednosti pokazuje normalnu raspodjelu. Literatutni podaci o srednjoj vrijednosti distribucije

frekvencije individualnih vrijednosti koncentracije serotonina u trombocitima navode raspon od

474 do 730 ng/109 trombocita. U Tablici 5.1. objedininjeni su na{i rezultati i literaturni podaci

onih odabranih radova ~ije su ispitivanje skupine imale vi{e od 50 zdravih ispitanika. U navede-

nim radovima metodologija je bila HPLC ili spektrofluorimetrijska metoda.

Tablica 5.1. Usporedba literaturnih podataka koncentracije trombocitnog serotonina i razul-
tata ovog rada

Referenca N
5HT u trombocitima
(ng/109 trombocita)

5HT u krvi
(ng/mL PRP)

Guicheney (1988) 88 640±164 /

Ortiz i sur (1988) 75 711±319 187±87

Flachaire i sur (1990) 56 670±164 /

Cook i sur. (1993) 98 / 181±53

Hervig (1996) 200 491

Jernej (2000) 483 579±169 130±42

Ovaj rad 179 549±255 103±45
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Usporedbom na{ih rezultata u kojima je koncentracija serotonina odre|ena ELISA meto-

dom, s navedenim rezultatima dobijenim drugim metodama, utvrdili smo njihovu dobru podu-

darnost.

5.4.2. Bolesnici s depresivnim poreme}ajem

U na{im ispitivanjima distribucija koncentracije serotonina istra`ena je u trombocitima

bolesnika s depresivnim poreme}ajem. U ispitivanim uzorcima prosje~ne vrijednosti koncentra-

cije serotonina u trombocitima iznosile su 259,27�175,92 ng/109 trombocita, a koncentracija se-

rotonina u krvi bila je 134,05�15,95 ng/ml.

U bolesni~koj su skupini zapa`ene izuzetno ni`e vrijednosti u odnosu na skupinu zdravih

ispitanika {to je dokazala statisti~ka obrada Studentovim t-testom (p<0,001).

Sni`ene koncentracije serotonina u depresivnim poreme}ajima opisalo je dosta autora.

Bitno je za istaknuti da su ispitivane skupine s depresivnim poreme}ajem bile znatno manje od

broja ispitanika u ovom radu kao {to je prikazano u uvodu u tablici 1.2.

U ispitivanjima Maurer Spurej (2007.) vrijednosti koncentracije serotonina u trombociti-

ma u bolesnica s postporo|ajnim depresivnim poreme}ajima iznosile su 41% do 43% od vrijed-

nosti zdravih ispitanica. Ista autorica u prethodnim istra`ivanjima depresivnih poreme}aja dob-

no i spolno heterogene skupine nalazi vrijednosti koje su ni`e za vi{e od 50% od zdravih ispitanika

(Maurer-Spurej, 2004.). U ispitivanjima suicidalnih bolesnika navode se izrazito niske razine sero-

tonina. Istra`ivanja na na{oj populaciji autora Mück-[eler i Jakovljevi} (1996. god.) nisu dokazala

razlike izme|u depresivnih ispitanika i kontrolne skupine s razinom serotonina 1,24±0,27 nmol/

mg proteina za zdrave, te razinom od 1,25±0,49 nmol/mg proteina za depresivne bolesnike. No,

kad su skupinu bolesnika s depresivnim poreme}ajem podijelili u psihoti~ne i nepsihoti~ne, re-

zultati su pokazali znatno ni`e vrijednosti u nepsihoti~nih bolesnika (1,09±0,41). Najni`u vrijed-

nost na{li su u jednog ispitanika koji je poku{ao suicid (razina serotonina 0,12 nmol/mg proteina).

Za razlikovanje psihoti~nih i nepsihoti~nih depresivnih poreme}aja suvremena psihijatrijska dija-

gnostika osim tradicionalnih simptomatolo{kih pokazatelje koristi i laboratorijske endokrino-

lo{ke pretrage.

Ovaj je rad imao za cilj ispitati razinu trombocitnog serotonina u cjelovitoj skupini bole-

snika s depresivnim poreme}ajem koji jo{ nisu bili podvrgnuti terapiji te razvrstani prema psihi-

jatrijskoj ljestvici subklasifikacija. ELISA metoda kojom smo se slu`ili pokazala je sa stati-

sti~kim upori{tem takva analiti~ka svojstva i dijagnosti~ku to~nost da je bila primjerena ciljevi-

ma rada. Sukladnost na{ih rezultata s rezultatima drugih istra`iva~a ogledala se na primjeru

trojice ispitanika koji su u periodu od godine dana (koliko je trajalo istra`ivanje u ovom radu),

poku{ali suicid. Oni su imali razine serotonina ni`e od 20 ng/109 trombocita. Valja naglasiti da su

upravo ti bolesnici bili uklju~eni u usporedno odre|ivanje serotonina HPLC metodom te da je

potvr|ena tako niska vrijednost serotonina.
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Ovako niske vrijednosti serotonina u trombocitima vjerojatno su one bazi~ne razine sero-

tonina koje su u gustim granulama unesene u promegakariocitu, i koje ne ovise o kinetici seroto-

ninskog transportera (Fuster i sur. 2008.). Ova smjela pretpostavka mo`e na}i upori{te u kli-

ni~kim i laboratorijskim podacima da u ovih bolesnika nema opisanih promjena u sustavu

zgru{avanja. Suprotno tome, bolesnici s Hermansky-Pudlakovim sindromom u kojih je na razini

promegakariocita blokiran unos serotonina, nemaju ni najmanji sadr`aj serotonina u gustim gra-

nulama a imaju ve}u sklonost krvarenju (Maurer-Spurej i sur., 2001.).

5.5. Utjecaj `ivotne dobi na koncentaciju serotonina
u trombocitima

Zavisnost koncentracije trombocitnog/cirkuliraju}eg serotonina o `ivotnoj dobi ispitivalo je vi{e

autora. Usprkos razlici me|u istra`ivanjima koja su uklju~ivala raznolike kombinacije dobnih

skupina ispitanika, ve}ina radova navodi manji pad koncentracije serotonina s porastom `ivotne

dobi. Izdvajamo ispitivanje Elisabeth Flachaire i suradnika (1990. god) koji su ispitivali referen-

tne intervale u ~etiri dobne skupine koriste}i HPLC metodu. Zanimljivo je je da su ispitali raspon

vrijednosti kod novoro|en~adi, iz krvi pupkovine, i te su vrijednosti serotonina bile najni`e. U

skupinu djece uklju~ili su ispitanike oba spola od 1 do 16 godina i dobili vrijednost serotonina od

4,09±1,04 nmol/109 trombocita. Skupini odraslih ispitanike od 20–56 godina, razli~itih zani-

manja a podjednake zastupljenosti spolova, izmjerene su koncentracije serotonina u rasponu

3,81±0,87, dok je skupina starijih ispitanika od 65–94 godine imala vrjednosti 2,57±1,12

nmol/109 trombocita.Ve} je iz ovih podataka jasno da u ispitivanjima treba podjeliti ispitanike u

ve}i broj razreda ako se `eli obuhvatiti veliki raspon `ivotne dobi. Prema dosada{njim ispitivanja

na na{oj populaciji (Balija, 2003.) u kojoj su ispitanici bili isklju~ivo dobrovoljni davaoci krvi

prosje~ne `ivotne dobi od 41 godine a u rasponu od 21–67 godina, uo~ena je blaga tendencija

pada u skupini starijoj od 50 godina. U na{im ispitivanjima skupina zdravih ispitanika (N = 179)

obuhva}ala je dob od 19–79 godina sa srednjom vrijedno{}u od 49±12,2 godine, a skupina bole-

snika 53±10,4 godina s rasponom od 22–82 godine.

Rezultati na{ih ispitivanja pokazali su da je razina serotonina u skupini zdravih ispitanika

neovisna o dobi. Linearnom regresijskom analizom u skupini zdravih ispitanika utvr|eno je da je

zavisna varijabla predvidiva za samo 0,4% (r2 = 0,004) nezavisnih varijabli, {to dokazuje da se

koncentracija serotonina u trombocitima ne mo`e predvidjeti po `ivotnoj dobi. Rezultati ispiti-

vanja u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem tako|er nisu pokazali povezanost razine

serotonina s dobi {to je potvrdila i analiza linearne regresije po kojoj je zavisna varijabla predvi-

diva za samo 0,7% (r2 = 0,007) zavisnih varijabli. Ujedna~enost skupina po dobi pridonosi pouz-

danijoj interpretaciji rezultata i zaklju~ivanju o istovjetnoj neovisnosti koncentracije serotonina i

`ivotne dobi i u zdravih i u oboljelih od depresivnog poreme}aja. No, nemamo podatke za vrijed-
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nosti serotonina u starijoj `ivotnoj dobi koja je pak zna~ajan dio moderne civilizacije. Stoga bi u

budu}im istra`ivanjima bilo va`no ispitati ve}u skupinu takve populacije radi mogu}e dopune

referentnog intervala. Nepoznavanjem gerijatrijskih referentnih intervala pridru`ujemo se op}e-

prisutnoj manjkavosti na ~itavom podru~ju laboratorijske dijagnostike te ipak dr`imo vrijednim

{to smo uspostavili referentni intervala za `ivotnu dob od 20 do 60 godina.

5.6. Utjecaj spola na koncentaciju serotonina u trombocitima

Literaturni podaci o utjecaju spola na razinu serotonina mogu se podijeliti u dvije grupacije kon-

tradiktornih studija. U jednoj su rezultati ispitivanja pokazali vi{e vrijednosti serotnina u `ena

dok druga istra`ivanja ne nalaze utjecaj spola. U ispitivanjima Herviga na 200 ispitanika dobro-

voljnih davaoca krvi na|ena je povi{ena vrijednost kod `ena (2,80 nmol/109 trombocita) u odno-

su na mu{karce (2,67 nmol/109 trombocita (Hervig, 1996). Ortiz i suradnici u svojim ispitivanji-

ma nalaze tako|er povi{ene vrijednosti kod `ena iako ne treba zanemariti ~injenicu da je ispitiva-

na sociolo{ki vrlo heterogena skupina (Ortiz, 1988).

Nasuprot navedenom, Badcock u svojim radovima ne nalazi razlike u razini serotonina

me|u spolovima (Badcock, 1987), kao ni Flachaire koja je ujedno radila i na ispitivanjima skupi-

na po `ivotnoj dobi (Flachaire, 1990)

Literaturni podaci o ispitivanjima u na{oj populaciji (Jernej i sur., 2000.) pokazuju da nije

na|ena razlike me|u spolovima (`ene – 605±165 ng/109 trombocita; mu{karci – 575±170 ng/109

trombocita). Serotonin su mjerili spektrofluorimetrijskom metodom.

Rezultati na{eg ispitivanja u skupini zdravih ispitanika nisu pokazala razliku izme|u spo-

lova (mu{karci – 521,1±153,4; `ene – 524,2±164,8 ng /109 trombocita) {to je u skladu s radovi-

ma Badcocka i Flaichaire.

U skupini ispitanika s depresivnim poreme}ajem tako|er nije na|ena razlika me|u spolo-

vima: mu{karci – 144,3±96,4; `ene 122,4±22,93 ng/109 trombocita.

5.7. Utjecaj trombocitnih pokazatelja na koncentraciju serotonina

Zavisnost koncentracije trombocitnog serotonina o trombocitnim pokazateljima gotovo da nije

ispitivana. Jedini literaturni podaci, koji su navedeni u uvodu, spominju povezanost `ivotnog vi-

jeka stanica i koncentracije serotonina. Pri tome se starost trombocita promatrala kroz veli~inu

stanica izra`enu kao MPV (Stohlawetz i sur., 1999.; Richards i sur., 1996), dok je jedino Aranda i

suradnici, najprije na animalnom modelu, a kasnije na humanim trombocitima, pokazao da

du`im boravkom u cirkulaciji u fiziolo{kim uvjetima trombociti pove}avaju koli~inu serotonina
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(Aranda, 2006). Ostali trombocitni pokazatelji nisu ispitivani, posebno ne u bolesnika s depre-

sivnim poreme}ajem, za razliku od brojnih radova, spomenutih u uvodu, u kojima se ispitalo i

pokazalo da postoji povezanost polimorfizma trombocita, izra`enog kao PDW, s ishodom obol-

jelih od ishemijske sr~ane bolesti.

5.7.1.Povezanost broja trombocita u cirkulaciji i koli~ine serotonina
u trombocitima

Prema rezultatima na{ih ispitivanja nema razlike u broju trombocita u skupini zdravih

ispitanika izme|u spolova (mu{karci. 223,8±44,8; `ene 239,0±50,0 � 109/L) te isto tako nema

razlike ni u skupini ispitanika s depresivnim poreme}ajem (mu{karci 232, 2±66, 5; `ene

258,8±64,8 ´ 109/L). Nismo na{li statisti~ki zna~ajne razlike ni izme|u dvije ispitivane skupine

u ukupnom broju trombocita (p = 0,05).

Regresijskom analizom ispitali smo mogu}nost zavisnosti koncentracije serotonina o bro-

ju trombocita u cirkulaciji. Prema na{im rezultatima broj trombocita u fiziolo{kim uvjetima ne

uvjetuje sadr`aj serotonina u njima (r2 = 0,102), ali isto tako ni u skupini bolesnika s depresivnim

poreme}ajem broj trombocita ne uvjetuje razinu sertonina (r2 = 0, 008).

U literaturi gdje se ispitivala razina serotonina u depresivnih poreme}aja autori ne navode

broj trombocita, ali iz na{ih rezultata mo`emo zaklju~iti da je u bolesnika s depresivnim pore-

me}ajem sa~uvana homeostaza cirkuliraju}ih trombocita te da smanjena koncentracija serotoni-

na nije povezana s brojem trombocita. Kako je IL-6 jedan od potvr|enih biolo{kih biljega patofi-

ziologije depresivnih stanja, tako je njegova povi{ena vrijednost u tih bolesnika trajni proupalni

stimulator trombopeze koji posljedi~no pridonosi ne{to vi{im vrijednostima cirkuliraju}ih trom-

bocita (Caruncho, 2010.). Tim su rezultatima sukladna i na{a ispitivanja

5.7.2. Povezanost veli~ine trombocita i koli~ine serotonina u trombocitima

Povezanost veli~ine trombocita i koli~ine serotonina ispitivana je u nekoliko radova koji

su prvenstveno bili usmjereni na pokazatelje kao mjeru du`ine `ivota trombocita ili na njihov

pove}ani tromboti~ki potencijal o ~emu smo izvije{tavali u uvodu. U fiziolo{kim uvjetima tije-

kom `ivotnog vijeka od oko tjedan dana, veli~ina trombocita se polaganu smanjuje {to rezultira

manjim MPV-om. Istovremeno, pove}ava se i koli~ina serotonina unesena iz cirkulacije. Prema

ispitivanjima Arande i suradnika koji su rade}i na humanim trombocitima utvrdili razliku u

veli~ini izme|u dvije subpopulacije te svrstavali trombocite prema gradijednu gusto}e u popula-

ciju velike i populaciju male gusto}e, trombociti ve}e gusto}e su 1,28 puta ve}i i imaju 2,23 puta

ve}u koli~inu serotonina u odnosu na trombocita male gusto}e (Aranda, 1986.). Prema istra`i-

vanjima Thompsona u kojima su ultracentrifugom trombociti separirani u sedam subpopulacija,

najve}u gusto}u imala je populacija s najve}im MPV-om (8,19�0,64) u odnosu na inicijalni

(MPV 6,57±0,61 fL), s dvostruko ve}om koli~inom gustih granula te ~etiri puta ve}im unosom
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serotonina (Thompson, 1982.). Kako je u uvodu ve} opisano, razvoj tehnologije hematolo{kih

analizatora u proteklih 20 godina omogu}io je puno ve}u preciznost odre|ivanja MPV-a tako da

se prema sada{njim stajali{tima o analiti~koj preciznosti ovi se rezultati mogu interpretirati

isklju~ivo kao potencijalni odnos veli~ine i sadr`aja stanica. Dokazuje to ve} podatak da je inici-

jalni MPV ispod grani~nih vrijednosti referentnog intervala, neovisno o tehnologiji kojom se

odre|ivao.

Skupina zdravih ispitanika poslu`ila nam je kao model za procjenu fiziolo{ke veli~ine

trombocita. Vrijednosti MPV-a bile su unutar granica referntnog intervala kako za mu{karce

MPV = 8,43±0.963, tako i za `ene 8,56±1,27 fL. U skupini bolesnika s depresivnim pore-

me}ajem nisu na|ena statisti~ki zna~ajne razlike u veli~ini trombocita – mu{karci 8,28±1,06;

`ene – 8, 53±0,96 fL.

U literaturi smo prona{li samo jedno sli~no osmi{ljeno istra`ivanje, k tomu na malom

uzorku od 15 bolesnika s depresivnim poreme}ajem, u kojemje na|ena vi{a vrijednost MPV-a

(MPV = 10,92±0,75 fL) u odnosu na kontrolnu skupinu (MPV = 10,0±0,66 fL). Autori su radili

mjerenja na analizatoru s opti~kim principom u uzorcima s antikoagulansom citratom u omjeru

1:4 te je referentni raspon iznosio 7,0–11,0 (Ataouglu, 2009). Navedeni rezultati ponovo nas

upu}uju na zaklju~ak, kako smo u uvodu ve} naglasili, da je za interpretaciju nalaza neophodno

uklju~iti mjernu nesigurnosti analiti~kog sustava u kojem se odre|uje MPV, mjerno na~elo susta-

va i vrstu antikaogulansa.

U na{im ispitivanjima nismo na{li zna~ajnu promjenu u veli~ini trombocita, izra`enu kao

MPV, u skupini bolesnika s depresivnim poreme}ajem, kao ni povezanost veli~ine trombocita s

koncentracijom serotonina. Zaklju~ili smo to na temelju usporednih ispitivanja u uzoracima ven-

ske krvi i u uzorcima PRP-a, {to jo{ dodatno dokazuje bezna~ajnu razliku u veli~ini trombocita

prije i nakon izoliranja.

Razlika izme|u zdravih ispitanika, koji su predstavljali fiziolo{ki model, i bolesnika s de-

presivnim poreme}ajem promi{ljena je sljede}im pristupom. Kontinuiranu varijablu MPV pret-

vorili smo u dihotomnu varijablu koja je dijelila srednje vrijednosti trombocita (MPV) na dvije

kategorije – ve}e i manje trombocite. U skupini zdravih ispitanika na{li smo ve}u zastupljenost

manjih trombocita u kojima je pak koli~ina serotonina bila zna~ajno vi{a (347,9±192,13 ng /mL)

nego u potskupini manjih trombocita (275,1±158,9).

U bolesnika s depresivnim poreme}ajem nismo na{li zna~ajne razlike u zastupljenosti

manjih trombocita u odnosu na ve}e a isto tako ni razlike u koli~ini serotonina u tim pod skupina-

ma. Ovaj model povezanosti manjih i ve}ih trombocita s koli~inom serotonina potvrdili smo sta-

tisti~kom analizom logisti~ke regresije.

Na{i rezultati ukazuju da je u fiziolo{kim uvjetima koli~ina manjih trombocita vi{e zastup-

ljena {to je u skladu s podacima o njihovom `ivotnom vijeku. Iz toga slijedi da }e ta populacija
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trombocita imati i ve}u koli~inu serotonina kao rezultat dobro regulirane homeostaze serotonina

u fiziolo{kim uvjetima. Suprotno, u bolesnika s depresivnim poreme}ajem nema pravilnog udje-

la trombocita po veli~ini pa zaklju~ujemo da bi jedan od uzroka sni`enom sadr`aju serotonina

mogao biti i izmijenjen `ivotni vijek trombocita. Zaklju~ak nalazi upori{te i u na{im nalazima

ve}e zastupljenosti retikuliranih trombocita u bolesnika s depresivnim poreme}ajem. Do danas

nema objavljenih podataka o vrijednostima retikuliranih trombocita u depresivnom poreme}aju

a na{a ispitivanja sna`nom statisti~kom zna~ajno{}u (p < 0,001) pokazuju vi{u vrijednost u de-

presivnim poreme}ajima (2,36±1,38%) nego li je to u zdravih ispitanika (1,58±0,722%). Obja-

{njenje za ve}u zastupljenost aktiviranih trombocita mo`emo tra`iti u koncentraciji membran-

skog proteina P-selektina ~ije smo zna~enje u aktivaciji trombocita detaljno razmatrali u uvodu

(Piletz, 2000, Mendoza-Sotelo, 2010.).

Nadalje, na{i rezulatati pokazuju da MPV kao pokazatelj veli~ine stanica nema prediktor-

sku dijagnosti~ku vrijednost u bolesnika s depresivnim poreme}ajem ako se radi o jednokratnom

uzorkovanju. Pri tome se ne smije zanemariti ~injenica da je MPV uprosije~ena vrijednost

veli~ina stanica te da nije pokazatelj subpopulacija kao {to je to ispitano u radu Thompsona. U

budu}im istra`ivanjima trebat }e longitudinalno pratiti bolesnike da bi se ispitale mogu}e prom-

jene u MPV-u nakon uvo|enja terapije. Tek po zavr{etku takvih ispitivanja mogao bi se MPV

opravdati kao dijagnosti~ki biljeg depresivnih poreme}aja. Razvoj novih tehnologija najavljuje

mogu}nost mjerenja gusto}e trombocita iskazane kao MPC (eng. MPC, Mean Platelet Compo-

nent Concentration). Ovaj novi pokazatelj omogu}it }e nova istra`ivanja koja }e prou~avati po-

vezanosti gusto}e stanica i sadr`aja serotonina (Ahnadi, 2004).

5.7.3.Povezanost polimorfizma trombocita i koli~ine serotonina
u trombocitima

U literaturi nalazimo dosta istra`ivanja u kojima se ispitivao PDW kao pokazatelj hetero-

genosti cirkuliraju}ih trombocita. Ponajvi{e su zastupljena istra`ivanja na bolesnicima s atero-

sklorotskim promjenama. Istra`ivanja su poku{ala potvrditi mogu}e prediktorsko zna~enje

PDW-a u razvoju sr~ane ishemijske bolesti {to smo ve} istaknuli u uvodu.

Na{a ispitivanja nisu dokazala da postoji razlika izme|u PDW-a u fiziolo{kim uvjetima i

onoga u depresivnom poreme}aju (zdravi 16,46±0,566; depresivni poreme}aj 16,48±0,621).

5.8. Dijagnosti~ka to~nost odre|ivanja koncentracije serotonina
u trombocitima

Koncentracija trombocitnog serotonina mogla bi imati prediktivnu vrijednost za prepoznavanje

depresivnog poreme}aja. Na temelju statisti~ke ROC analize ustanovili smo dobru dijagnosti~ku
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to~nost (AUC = 0,858) uz grani~nu vrijednost od 118,8 ng serotonina/109 trombocita. Grani~na

tj. diskriminacijska vrijednost predstavlja onu koncentraciju serotonina kod koje je postignuta

najbolja osjetljivost i najbolja specifi~nost za razlikovanje zdravih ispitanika od onih oboljelih

od velikog depresivnog poreme}aja. Vrijednosti serotonina od 118,8 ng serotonina/109 trombo-

cita pridru`ena je osjetljivost od 64% i specifi~nost od 96,5 %.

Pozitivna prediktivna vrijednost iznosi 94,5% {to zna~i da }e nalaz serotonina ni`i od gra-

ni~nog 118,8 ng/109 trombocita s 94,5% vjerojatnosti pripadati bolesnicima s depresivnim pore-

me}ajem. Negativna prediktivna vrijednost koja iznosi 75% obja{njava i svrstava 75% koncen-

tracija serotonina ve}ih od 118,8 ng/109 trombocita u kategoriju ispitanika bez depresijivnog po-

reme}aja. Ove prediktivne vrijednosti ovise o prevalenciji bolesti u ovoj ispitivanoj populaciji.

Za razliku od prediktivnih pokazatelja, omjeri vjerojatnosti s pozitivnim i negativnim

predznakom izgleda za bolest, odnosno izgleda za odsustvo bolesti, a koji su izra~unati za ovu

skupini ispitanika mogu se primjeniti i na druge klini~ke studije ako se depresivni poreme}aj jed-

nako definira kao u ovom ispitivanju, a neovisno o prevalenciji bolesti.

Omjer vjerojatnosti za pozitivni rezultat pretrage LR + (engl. likelihood ratio) iznosi 18,56

te se odre|ivanje serotonina u trombocitima mo`e smatrati korisnim dijagnosti~kim testom za

depresivne poreme}aje. Zaklju~ujemo da serotonin ima zna~ajan doprinos u prihva}anju dija-

gnoze depresivnog poreme}aja budu}i da je LR+ �10 a LR– �1. Omjer vjerojatnosti za negati-

van nalaz iznosi LR– �0,37, {to govori da je manja vjerojatnost negativnog nalaza (nalaz vi{i od

118,8 ng/109) u bolesnika s depresivnim poreme}ajem nego u zdravih ispitanika.

Zapa`amo da u stru~no-znanstvenoj literaturi vlada op}eprihva}eno stajali{te da je trom-

bocitni serotoninski sustav zrcalna slika serotonergi~nog sustava u S@S, a mi dodajemo da je

svaka zrcalna slika podlo`na iskrivljenju, uljep{avanju odraza, ali sre}om i realnom presliku.

Pristupimo li s takvim promi{ljanjem rezultatima na{ih ispitivanja provedenim isklju~ivo na hu-

manim trombocitima, valja nam trajno promi{ljati o dinamici trombopeze koja svakodnevno do-

punjava cirkulaciju s oko 100 biliona stanica, ~ija se aktivacija mjeri u sekundama. Stoga svaki

istra`iva~ki rad ne smije zaboraviti na uvjete in vitro koji gotovo trenuta~no mijenjaju oblik sta-

nice. Istovremeno, dobro je poznata dinami~na i brza kinetika unosa serotonina u trombocite

koja odr`ava ravnote`u cirkuliraju}eg i trombocitnog serotonina. Izmjerene sastavnice navede-

nog sustava u odre|enom trenutku u prvom redu odraz su trenuta~ne homeostaze.

Usprkos spoznajama o ograni~enjima ispitivanja na trombocitnom modelu i nemogu}no-

sti holisti~kog pristupa depresivnim poreme}ajima, mo`emo na{a ispitivanja sagledavati i kao

metodolo{ki pristup odre|ivanju trombocitnog serotonina. Rezultati ohrabruju u opravdanosti

njegove primjene za budu}a znanstvena i klini~ka ispitivanja, pa ~ak i za klini~ku praksu.

Ispitivanjima trombocitnih pokazatelja proveli smo jednokratno, odnosno presje~no u

samo jednom trenutku svake jedinke s jedinim kriterijem – prisustvo depresivnog poreme}aja.
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Ovakva studija nije pokazala povezanost trombocitnih pokazatelja s koncentracijom serotonina,

te bi ispitivanja valjalo nastaviti u longitudinalnom pra}enju bolesnika. U vremenu, u kojem }e

se bolesnici jo{ i podvr}i terapiji, mogu}e je o~ekivati promjene morfolo{kih pokazatelja.

Retikulirani trombociti, po ~ijem udjelu smo procijenili ubrzanu aktivnost trombopoeze,

pojavljuju se kao novi pokazatelj ~ija je primjena tehnolo{ki brzo i lako provediva. Budu}a

istra`ivanja imaju izazov da na ve}em broju bolesnika pove`u retikulirane trombocite i patofi-

ziolo{ke procese u depresivnom poreme}aju, mogu}e ih razjasne te ~ak da ustanove stupanj dija-

gnosti~ke zna~ajnosti ovog trombocitnog pokazatelja. Isti izazov pru`a ideja o nastavku ispiti-

vanja na tragu modela trombocitnog serotonina u diferencijalnoj dijagnostici depresivnih pore-

me}aja. Depresivni su poreme}aji heterogena skupina s razli~itim pristupima lije~enju te bi u

klini~koj praksi dobrodo{lo pobolj{anje diferencijalne dijagnostike i pra}enja terapije.

Ispitivanje koncentracije serotonina u fiziolo{kim uvjetima proteglo se kroz ne{to vi{e od

godine dana te su ispitanicima uzorkovane krvi u svim godi{njim dobima. Vi{e istra`iva~a obja-

vilo je podatke o sezonskim utjecajima na razinu serotonina, no taj utjecaj nismo uklju~ili u inter-

pretaciju rezultata ni podijelili skupine po sezoni uzorkovanja. Zato tek mo`emo pretpostaviti da

raspon vrijednosti serotonina u na{em istra`ivanju sadr`i i varijabilnost zbog godi{njih doba, {to

bismo preciznije znali da je studija bila osmi{ljena s dovoljno velikim podskupinama i rasponom

serotonina razdijeljenog u razrede po godi{njim dobima.

Mogu}a ispitivanja koncentracije serotonina u zdravoj populaciji u podru~ju mediteran-

skog podneblja moglo bi pridonijeti i boljem razumijevanju etiologije depresivnih poreme}aja.

Suprotno Mediteranu, fiziologija trombocitnog serotoninskog sustava u nordijskim zem-

ljama u kojima klima uvjetuje komorni `ivot, u kojem je rad neminovnost a zastupljenost depre-

sivnih poreme}aja ve}a u odnosu na druge prostore, mo`da bi mogla hipotetski razjasniti

uzro~noposljedi~nu povezanost rada i depresije. Ovu hipotezu za~aranog kruga postavljamo na

podacima iz povijesti filozofije po kojoj su velike povijesne li~nosti u potpunoj predanosti radu

bile opisani kao melanholici?!

»Dok se znanstvena znanja ti~u pojedinih predmeta za koje ni u kojem slu~aju ne mora

svatko znati, u filozofiji je uvijek u pitanju cjelina bi}a koja se ti~e ~ovjeka kao ~ovjeka, istina

koja, tamo gdje zasvijetli, potresa dublje nego bilo koje znanstveno znanje.« (Karl Jaspers,

1953.)
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ZAKLJU^CI

Zaklju~ci

Uz uvjet da se laboratorijska analiza uzoraka 3 ml venske krvi izvr{i do dva sat nakon uzorko-

vanja mogu}a su visoko reproduciblina odre|ivanja slijede}ih kvalitativnih i kvantitativnih mor-

folo{kih karakteristika trombocita (MPV,Ptc, PDW i Plr) uz simultano izoliranje trombocita.

Opisana metodologija izolacije i liziranja trombocita mo`e se primjeniti za odre|ivanje

koncentracije serotonina ELISA i HPLC metodama.

Primjenom ELISA metode u populaciji 179 zdravih ispitanika utvr|eni su referentni ra-

sponi normalnih vrijednosti te utjecaj dobi i spola na koncentraciju serotonina u njima.

Ne postoje statisti~ki zna~ajne razlike trombocitnih pokazatelja MPV-a i PDW-a u popula-

ciji zdravih ispitanika i populaciji od 137 ispitanika s dijagnosticiranim depresivnim pore-

me}ajem. Jedina statisti~ki zna~ajna razlika je u pove}anoj zastupljenosti retikuliranih tromboci-

ta u bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Na{li smo statisti~ki zna~ajno manju koncentracija serotonina u trombocitima u bolesnika

s depresivnim poreme}ajam u odnosu na zdravu populaciju.

Nije uo~ena korelacija izme|u koncentracije trombocitnog sertonina i morfolo{kih karak-

teristika trombocita u zdravih ispitanika i u ispitanika s depresivnim poreme}ajem.

Stupanj me|uzavisnosti morfolo{kih karakteristika tromboctia i koncentracije serotonina

nema statisti~ku zna~ajnost u zdravih ispitanika i bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

Razvrstavanjem trombocita po veli~ini na{li smo u skupini zdravih ispitanika i pozitivnu

povezanost koncentracije trombocitnog serotonina i skupine manjih trombocita

Pri grani~noj vrijednosti od 118,8 ng serotonina / 109 trombocita, pretraga ima visoku spe-

cifi~nost koja zadovoljava dijagnosti~ke potrebe te visoku pozitivnu prediktivu vrijednost za {to

objektivniju dijagnozu depresivnog poreme}aja.
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SA@ETAK

Ovaj smo rad posvetili istra`ivanjima trombocitnih pokazatelja MPV, Pct, PDW, Plr i koncentra-

ciji trombocitnog serotonina u fiziolo{kim uvjetima i u bolesnika s depresivnim poreme}ajem. U

prvom dijelu razradili smo metodolo{ke pristupe koji omogu}uju simultano mjerenje trombocit-

nih pokazatelja i odre|ivanje koncentracije trombocitnog serotonina metodom ELISA. Istra-

`ivanje je provedeno u 179 zdravih ispitanika i 137 bolesnika s depresivnim poreme}ajem.

U~inili smo validaciju metode ELISA te prikazali granice referentnog intervala u fizio-

lo{kim uvjetima: donja granica 201,5, gornja granica 940,2 ng serotonina/109 trombocita, za

`ivotnu dob od 20 do 60 godina `ivota neovisno o spolu.

Cilj ovog istra`ivanja bio je ispitati postoje li razlike u trombocitnim pokazateljima izme|u

zdravih ispitanika i bolesnika s depresivnim poreme}ajem. U na{im ispitivanjima nismo na{li

zna~ajnu promjenu u trombocitnim pokazateljima u skupini bolesnika s depresivnim poreme}a-

jem. Jedino je udio retikuliranih trombocita (2,363±1,381%) u bolesnika s depresivnim poreme}a-

jem pokazao statisti~ki zna~ajnu razliku (p<0,001) u odnosu na zdrave ispitanike (1,585±0,722%).

Distribucija koncentracije serotonina istra`ena u trombocitima ispitivane heterogene sku-

pine zdravih ispitanika iznosila je: 549,16±255,43 ng/109 trombocita. Na{i su rezultati pokazali

da bolesnici s depresivnim poreme}ajem imaju statisti~ki zna~ajno ni`u koncentraciju serotoni-

na u odnosu na kontrolnu skupinu: 259,27±175,92 ng/109 trombocita.

Regresijskom analizom nije utvr|ena uvjetovanost koli~ine trombocitnog serotonina s

ispitivanim trombocitnim pokazateljima. U skupini zdravih ispitanika pokazali smo ve}u zastup-

ljenost manjih trombocita u kojima je koli~ina serotonina bila zna~ajno vi{a (347,90±192,13

ng/mL) nego u podskupini ve}ih trombocita (275,08±158,9). Nasuprot tome, u bolesnika s de-

presivnim poreme}ajem nismo utvrdili zna~ajne razlike u zastupljenosti manjih trombocita u od-

nosu na ve}e te isto tako ni razlike u koli~ini serotonina u tim podskupinama.

Potvr|ena je prediktivna dijagnosti~ka vrijednost koncentracije trombocitnog serotonina

u dijagnozi depresivnog poreme}aja u ispitivanoj populaciji.
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SUMMARY

In this study, we have investigated the following platelet parameters: MPV, Pct, PDW, Plr and pla-

telet serotonin levels in physiological conditions and in patients with depressive disorder. In the ini-

tial section, methodological approaches have been elaborated that allow simultaneous measure-

ment of platelet parameters and determination of the platelet serotonin level using the ELISA met-

hod. The study included 179 healthy subjects and 137 patients with depressive disorder.

The validation of the ELISA method was carried out and reference range limits shown in

physiological conditions: the lower limit: 201.5, the upper limit: 940.2 ng serotonin/109 plate-

lets, for the age of 20–60 years, regardless of the subject gender.

The aim of the study was to investigate if there were differences in platelet parameters bet-

ween healthy subjects and depressive disorder patients. In our analyses, we found no significant

change in platelet parameters in the group of patients with depressive disorder. Astatistically signi-

ficant difference (p<0.001) in comparison to healthy subjects (1.585±0.722%) was shown only for

the proportion of reticulated platelets (2.363±1,381%) in patients with depressive disorder.

The distribution of serotonin concentration, investigated in the platelets of the observed

heterogeneous group of healthy subjects, amounted to 549.16±255.43 ng/109 platelets. Our re-

sults showed that depressive disorder patients had statistically significantly lower serotonin level

compared to the control group: 259.27±175.92 ng/109 platelets.

Using regression analysis, we could not establish that the quantity of platelet serotonin was

conditioned by the investigated platelet parameters. In the group of healthy subjects, we demon-

strated increased frequency of small platelets in which the quantity of serotonin was significantly

higher (347.90±192.13 ng/mL) than in the subgroup of large platelets (275,08±158.9). In con-

trast, we found in depressive disorder patients no significant differences in the frequency of small

platelets compared to the large ones, as well as no differences in serotonin quantity in these sub-

groups.

The predictive diagnostic value of platelet serotonin concentration in the diagnosis of de-

pressive disorder was confirmed in the observed population.
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POPIS OZNAKA I KRATICA

Popis oznaka i kratica

5HT – 5-hidroksitriptamin; serotonin

5HTt – 5HT transporter

5HTP – 5-hidroksitriptofan

TPH – triptofan hidrksilaza (-engl. Tryptophan hydroxylase)

5HIAA – 5-hidroksiindoloctena kiselina

MAO – monoaminoksidaza

Km – konstanata Michaelisa Mentenove

Vmax – maksimalna brzina

PRP – plazma bogata trombocitima (engl: Platelet Reach Plasma)

SCF – faktor stimulacije mati~nih stanica (engl.stem cell factor)

GFU-GEMM (engl. colony-forming-unit-granulocyte-erytrocyte-monocyte-megakaryocite)

CFU-MK (engl. colony-forming-unit-megakaryocite)

Tpo – trombopetin

DMS – demarkacijski membranski sustav (engl. demarcation membrane system)

OCS – otvoreni kanikularni sustav (engll.OCS-open canicular system)

MPV – srednji volumen trombocita (eng.mean platelet volume)

PDW – {irina distribucije trombocita po volumenu (enlg.platelet distribution width)

Pct – trombokrit

Plr – retikulirani trombociti

HPLC – teku}inska kromatografija

ELISA – Enzimski imuno test (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay)
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POVEZANOST SVOJSTAVA TROMBOCITA I KONCENTRACIJE
TROMBOCITNOG SEROTONINA

Biserka Getaldi}-[varc

Ovaj smo rad posvetili istra`ivanjima trombocitnih pokazatelja MPV, Pct, PDW, Plr i koncentraciji trombocitnog
serotonina u fiziolo{kim uvjetima i u bolesnika s depresivnim poreme}ajem. U prvom dijelu razradili smo metodo-
lo{ke pristupe koji omogu}uju simultano mjerenje trombocitnih pokazatelja i odre|ivanje koncentracije trombocit-
nog serotonina metodom ELISA. Istra`ivanje je provedeno u 179 zdravih ispitanika i 137 bolesnika s depresivnim
poreme}ajem.

U~inili smo validaciju metode ELISA te prikazali granice referentnog intervala u fiziolo{kim uvjetima: donja granica
201,5, gornja granica 940,2 ng serotonina/109 trombocita, za `ivotnu dob od 20 do 60 godina `ivota neovisno o spolu.

Cilj ovog istra`ivanja bio je ispitati postoje li razlike u trombocitnim pokazateljima izme|u zdravih ispitanika i bolesnika
s depresivnim poreme}ajem. U na{im ispitivanjima nismo na{li zna~ajnu promjenu u trombocitnim pokazateljima u sku-
pini bolesnika s depresivnim poreme}ajem. Jedino je udio retikuliranih trombocita (2,36�1,381%) u bolesnika s depre-
sivnim poreme}ajem pokazao statisti~ki zna~ajnu razliku (p<0,001) u odnosu na zdrave ispitanike (1,58�0,722%).

Distribucija koncentracije serotonina istra`ena u trombocitima ispitivane heterogene skupine zdravih ispitanika iz-
nosila je: 549,2�255,43 ng/109trombocita. Na{i su rezultati pokazali da bolesnici s depresivnim poreme}ajem imaju
statisti~ki zna~ajno ni`u koncentraciju serotonina u odnosu na kontrolnu skupinu: 259,3�175,92 ng/109 trombocita.

Regresijskom analizom nije utvr|ena uvjetovanost koli~ine trombocitnog serotonina s ispitivanim trombocitnim
pokazateljima. U skupini zdravih ispitanika pokazali smo ve}u zastupljenost manjih trombocita u kojima je koli~ina
serotonina bila zna~ajno vi{a (347,9�192,13 ng/mL) nego u podskupini ve}ih trombocita (275,1�158,90). Nasuprot
tome, u bolesnika s depresivnim poreme}ajem nismo utvrdili zna~ajne razlike u zastupljenosti manjih trombocita u
odnosu na ve}e te isto tako ni razlike u koli~ini serotonina u tim podskupinama.

Potvr|ena je prediktivna dijagnosti~ka vrijednost koncentracije trombocitnog serotonina u dijagnozi depresivnog
poreme}aja u ispitivanoj populaciji.

Klju~ne rije~i: trombocitni pokazatelji, MPV, Pct, PDW, Plr, koncentracija trombocitnog serotonina, ELISA, de-
presivni poreme}aj, (xx stranice, xx slika, xx tablica, xx literaturna podatka, jezik izvornika: hrvatski)

Mentori:

doc. dr. Nada Vrki}, doc. Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveu~ili{ta u Zagrebu
doc. dr. Dalibor Karlovi}, doc. Medicinskog Fakulteta Sveu~ili{ta u Splitu

Povjerenstvo:

105



13. BASIC DOCUMENTATION

CARD

Basic documentation card

University of Zagreb PhD Thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

THE RELATIONSHIP BETWEEN PLATELET PARAMETERS
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In this study, we have investigated the following platelet parameters: MPV, Pct, PDW, Plr and platelet serotonin le-
vels in physiological conditions and in patients with depressive disorder. In the initial section, methodological approa-
ches have been elaborated that allow simultaneous measurement of platelet parameters and determination of the plate-
let serotonin level using the ELISA method. The study included 179 healthy subjects and 137 patients with depressi-
ve disorder.

The validation of the ELISA method was carried out and reference range limits shown in physiological conditions:
the lower limit: 201.5, the upper limit: 940.2 ng serotonin/109 platelets, for the age of 20–60 years, regardless of the
subject gender.

The aim of the study was to investigate if there were differences in platelet parameters between healthy subjects and
depressive disorder patients. In our analyses, we found no significant change in platelet parameters in the group of
patients with depressive disorder. A statistically significant difference (p<0.001) in comparison to healthy subjects
(1.58�0.722%) was shown only for the proportion of reticulated platelets (2.36�1,381%) in patients with depressive
disorder.

The distribution of serotonin concentration, investigated in the platelets of the observed heterogeneous group of he-
althy subjects, amounted to 549.2�255.43 ng/109 platelets. Our results showed that depressive disorder patients had
statistically significantly lower serotonin level compared to the control group: 259.3�175.92 ng/109 platelets.

Using regression analysis, we could not establish that the quantity of platelet serotonin was conditioned by the investi-
gated platelet parameters. In the group of healthy subjects, we demonstrated increased frequency of small platelets in
which the quantity of serotonin was significantly higher (347.9±192.13 ng/mL) than in the subgroup of large platelets
(275,1±158,90). In contrast, we found in depressive disorder patients no significant differences in the frequency of
small platelets compared to the large ones, as well as no differences in serotonin quantity in these subgroups.

The predictive diagnostic value of platelet serotonin concentration in the diagnosis of depressive disorder was con-
firmed in the observed population.

Keywords: platelet parameters: MPV, Pct, PDW, Plr, platelet serotonin level, ELISA method, depressive disorder
(xxpages, xxfigures,xx tables, xx references, original in Croatian)
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