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1. UvOD

1.1. REFERENTNI INTERVAL

1.1.1. Pojam ,,referentni interval*

Referentni vrijednosti su vrijednosti dobivene odredivanjem ili mjerenjem na referentnim
pojedincima odabranih iz referentne grupe. U pravilu je referentni interval centralni interval
vrijednosti omeden vrijednostima referentnih granica s odredenim percentilom, odnosno on
se odnosi na skup vrijednosti odredenih u referentnoj grupi ili predvidenih za referentnu
populaciju definirani specifi¢nim postotkom.

Referentni intervali (RI) omogucuju usporedbu individualnih vrijednosti laboratorijskih
pretraga s referentnim vrijednostima dobivenih iz definirane populacije. Zbog toga i jesu od
izrazite vaznosti jer se koriste kod donosenja medicinske odluke, odredivanja terapije ili
fizoloSke procjene. Za sve vrste pretraga u medicinsko-biokemijskom laboratoriju potrebni
su referentni intervali da bi laboratorijsko pretrazivanje moglo pridonijeti dijagnostickom
postupku. Neophodno je postojanje pouzdanih referentnih intervala koji su bitna sastavnica
klinickih laboratorija i dijagnostickih testove uopc¢e (Horowitz i sur., 2008).

Referentne vrijednosti su one vrijednosti za koje je navedeno za koga su referentne i kako
su izradene. U nekim slu¢ajevima nije svejedno jesu li za pedijatrijsku populaciju, odraslu
dob ili starije, jesu li za musku ili Zensku populaciju, jesu li za jednu etni¢ku grupu ili za
neku drugu. Kod nekih analita postoje razlike u fizioloskim koncentracijama ovisno o dobi,
spolu ili etni¢koj pripadnosti.

Prvi puta pojam ,,referentne vrijednosti“ predstavio je R. Dybkaer na 8. medunarodnom
kongresu klinickih kemicara u Kopenhagenu 1972., nakon cega je osnovan odbor
sastavljen od klinickih kemicara, lije¢nika i statistiara kojem je bio cilj izraditi preporuke s
nakanom da pojam referentne vrijednosti i pripadajuca terminologija, te glavne smjernice
uspostavljanja referentnih vrijednosti, budu jedinstvene u cijelom svijetu (Albert-Subié i
sur., 1990).



Glavna nit vodilja kod uspostave referentnih intervala je da referentne osobe ¢ine referentnu

populaciju iz koje se odabire referentni uzorak, odnosno skupina na kojoj se odreduju

referentne vrijednosti koje pokazuju referentnu distribuciju iz koje se nakon statisticke obrade

parametarskim ili ne parametarskim metodama odreduju referentne granice koje omeduju

referentne intervale (Horowitz i sur., 2008).

1.1.2. Protokol odredivanja referentnih intervala

Za odredivanje referentnih intervala nuzno je pratiti standardizirani protokol. Trebalo bi ga

primijeniti kada se odreduju referentne vrijednosti za neki novi analit, za neku drugu

referentnu grupu osoba ili za novu analiticku metodu s poboljSanom analitiCkom osjetljivosti i

specifi¢nosti.

Potrebno je:

1.

10.

Formirati listu analitickih interferencija 1 podrijetla bioloske varijabilnosti iz
medicinske i znanstvene literature.

Odrediti kriterije odjeljenja i isklju¢ivanja te prirediti upitnik prigodan za otkrivanje
tih kriterija kod potencijalnih referentnih pojedinaca.

Pribaviti pisani pristanak svakog pojedinog ispitanika za sudjelovanje u studiji
odredivanja referentnih intervala.

Razvrstavanje potencijalnih referentnih pojedinaca na temelju upitnika i
odgovarajuce zdravstvene procjene.

Iskljucivanje odredenih pojedinaca iz referentne grupe prema kriterijima iskljucenja
ili odgovarajucoj procjeni 0 narusenom zdravlju.

Odluciti o prikladnom broju referentnih pojedinaca s obzirom na Zeljene granice
pouzdanosti.

Pripremiti izabrane osobe za uzorkovanje u skladu s rutinskom praksom
uzorkovanja.

Sakupiti i postupati s bioloSkim materijalom na odgovarajuci standardni nacin.
Prikupiti referentne vrijednosti analiziraju¢i uzorke odgovaraju¢om analitickom
metodologijom pod dobro definiranim uvjetima i u skladu s rutinskim radom.
Provjeriti vrijednosti referentnih podataka i pripremiti histogram za procjenu

distribucije podataka.



11. Identificirati moguée pogreske u podacima i identificirati udaljene, izolirane
vrijednosti od ostatka skupa izmjerenih vrijednosti (engl. outliers).

12. Analizirati referentne vrijednosti, odrediti metodu za ocjenjivanje i ocijeniti
referentne granice i referentni interval.

13. Dokumentirati sve prethodno navedene korake i procedure.
(Horowitz i sur., 2008)

1.1.3. A priori i a posteriori pristup

Kod a priori pristupa prvotno se dobro definiraju kriteriji uklju¢enja i iskljucenja, a zatim se
provodi uzorkovanje na pojedincima koji su prosli odredene kriterije.

Kod a posteriori pristupa koriste se izmjerene vrijednosti iz velike kolekcije podataka vec
odredene na medicinski ispitivanim ili drugim grupama pojedinaca. A posteriori pristup je
nekad puno pogodniji za laboratorijske procedure koje su nove ili slabo proucene ili za koje
literatura pruza malo podataka. PoSto ¢imbenici koji definiraju subgrupe pojedinaca nisu

(Horowitz i sur., 2008).

1.1.4. Tehnika direktnog i indirektnog uzorkovanja

Kod tehnike direktnog uzorkovanja, bilo a priori ili a posteriori pristupom, uzorkovanje se
radi namjenski za odredenu studiju odredivanja referentnih intervala.
Ona je jedina koja se slaze s preporukama IFCC.
Kod tehnike indirektnog uzorkovanja laboratorijske vrijednosti odredene za neku drugu svrhu
koriste se u procjeni referentnih intervala. Ova tehnika se koristi kada je teSko ili
neprimjereno sakupiti uzorke od zdravih pojedinaca, ali tu je potreban poseban oprez da se ne
ukljuci prevelik broj rezultata od ,,ne zdravih* ispitanika.
Indirektno uzorkovanje temeljeno je na pretpostavci da je veéina rezultata, ¢ak i kod bolnic¢kih
pacijenata, ,,normalna®. Ipak, preporucuje se uzeti rezultate od relativno zdravijih pojedinaca:
e darovatelja krvi
¢ pojedinaca podvrgnutih sistematskim pregledima

e pojedinaca podvrgnutim probiru



e pacijenata koji su u bolnici radi nekog manjeg kirurskog zahvata
e pacijenata koji su u bolnici radi genetickog testiranja
(Horowitz i sur., 2008)

1.1.5. Postupanje s vrijednostima koje znacajno odstupaju od ostalih (,,outliers®)

Kod odredivanja referentnih intervala postoji vazna pretpostavka da skup vrijednosti koje su
promatrane predstavljaju homogenu kolekciju vrijednosti. To znaci da sve vrijednosti dolaze
od istovjetne populacije i da su one opisane nekom vjerojatnom distribucijom.

Tu homogenost zadovoljava veéina vrijednosti, ali neke od njih odstupaju i predstavljaju
grubu pogresku. Ako takve vrijednosti leze izmedu ostalih, tada ih je nemoguce otkriti, osim
ako osoba koja obavlja analizu zna da ta vrijednost predstavlja neko atipi¢no analiticko stanje
ili je ona rezultat aritmeticke ili proceduralne pogreske.

Ipak, Cesto takve vrijednosti leZze daleko izvan svih ostalih vrijednosti i lako ih je odrediti kao
»outliers” s malo viSe pozornosti. Danas postoje mnogi statisticki testovi za njihovu detekciju
s tim da su preporuke usmjerene na dva testa.

Dixon je predloZio test u kojem se dijeli apsolutna udaljenost izmedu ekstremne vrijednosti i
sljedece vrijednosti s brojem svih vrijednosti te se na temelju rezultata jednakog ili veceg od
1/3 ekstremna vrijednost proglasava nepodobnim (,,outliers®) i iskljucuje iz obrade.

Metoda koju je predlozio Tukey (Tukey, 1997) ukljucuje pak izraCunavanje nizeg i viSeg
kvartila, odnosno 25. i 75.percentila ( prvi i tre¢i kvartil, Q1 i Q3). Pomocu njih se izra¢una
interkvartilni raspon ( IQR=Q3-Q1) koji se koristi u izraCunu gornje i donje granice (donja
granica = Q; — 1.5xIQR , gornja granica=Q3+1.5xIQR). Svaka vrijednost koja prelazi ove

granice definira kao se ,,outlier” i izostavlja iz referentnog intervala (Horowitz i sur., 2008).



1.1.6. Odabir referentnih pojedinaca

Odabir referentnih pojedinaca je vrlo delikatna stvar kod odredivanja referentnih intervala.
Razlog tome je Sto je pojam zdravlja prilicno relativan i teSko ga je definirati.

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World Health Organization) definirala je
zdravlje kao stanje potpunog fizickog, mentalnog i socijalnog blagostanja, bez prisutstva
bolesti ili nemo¢i. To je pokuSaj definiranja apsolutnog zdravlja, premda se takvo nikad ne
moZe potpuno posti¢i (Burtis i Ashwood, 1994). Zbog toga je u kontekstu referentnih
vrijednosti bolje koristiti neku umjereniju definiciju zdravlja buduc¢i da je moguce biti
bolestan u jednom pogledu, a zdrav u drugom. Takoder, ono S§to se smatra zdravim u
razvijenim zemljama moglo bi se gledati kao prilicno nezdravo u zapadnoj Europi i Sjevernoj
Americi.

Sukladno takvom promiSljanju javila se opcenitija definicija zdravlja: Zdravlje je
karakterizirano minimalnim subjektivnim osjecajima i1 objektivnim znakovima bolesti,
procijenjeno u odnosu na socijalnu situaciju subjekta i svrhu medicinske aktivnosti te je u
potpunom skladu s neodrZivim idealnim stanjem.

Zbog toga razne studije imaju kriterije odjeljivanja i isklju¢enja i potrebno ih je dokumentirati
za svaku pojedinacnu.

Minimalan broj referentnih pojedinaca mora biti 120 po preporuci Radne skupine (Working
Group on Reference Intervals from CLSI) jer broj referentnih pojedinaca utjeCe na
pouzdanost Sirine referentnog intervala. Navedeni broj referentnih pojedinaca omogucava
izracun referentnih granica s 90%-tnom pouzdanos$éu (Horowitz i sur., 2008).

Referentnom osobom moZe se smatrati ona osoba, odredene Zivotne dobi, kod koje se
iscrpnom anamnezom 1 fizikalnim pregledom te uvidom u postoje¢u medicinsku
dokumentaciju ne moze utvrditi bolesno stanje koje bi utjecalo na promjenu rezultata

laboratorijskih pretraga za koje se odreduju referentne vrijednosti (Albert-Subi¢ i sur., 1990).

1.1.7. Kriteriji za isklju¢enje pojedinaca i odjeljivanje skupina

Kriteriji iskljucenja predstavljaju detalje koji, ako su za pojedinca istiniti, iskljuuju ga iz

referentne grupe. Nemaju sve studije o referentnim intervalima jednake kriterije iskljucenja.



Tablica 1. Primjer mogucih kriterija iskljucenja

Konzumacija alkohola Bolest, nedavno
Darivatelj krvi Laktacija
Nenormalni krvni tlak Pretilost
Zloupotreba droga Profesija
Uzimanije lijekova, na recept Oralni kontraceptivi
Uzimanje lijekova, bez recepta Trudnoca
Okolis Operacija, nedavno
Dijeta Pusenje
Genetski faktori Transfuzija, nedavno
Hospitalizacija (trenutna/nedavna) Zloupotreba vitamina

Kriteriji odjeljivanja skupina predstavljaju karakteristike odabranih referentnih pojedinaca
koje dijele referentni uzorak u karakteristicne podskupine.

Dva najcesca kriterija odjeljivanja su spol i dob.

Cilj odjeljivanja je teznja za smanjivanjem, ako je mogucée i potrebno, varijacija izmedu
pojedinaca kako bi bilo Sto manje neidentificiranih bioloskih razlika. Manje razlike izmedu
podskupina daju uze i osjetljivije referentne intervale, intervale specifiéne za svaku

podskupinu. (Burtis i Ashwood, 1994)

Tablica 2. Primjer mogucih kriterija odjeljivanja. (Horowitz i sur., 2008)

Dob Geografska lokacija
Krvna grupa Uzorkovanje u uspravnom poloZaju
Cirkadijalna varijacija Rasa
Djeta Spol
Etni¢ka pripadnost Stadij menstrualnog ciklusa
Tjelovjezba Stadij trudnoce
Prehrambene navike Uzimanje duhana




1.1.8. Alternativa odredivanju referentnih intervala

Laboratorij moze umjesto odredivanja referetnih intervala preuzeti referentne intevale koje
nudi proizvodac¢ odredenih reagenasa za pojedinu pretragu.

Svi proizvodaci imaju 1D direktivu (engl. In Vitro Diagnostic Directive) koja zahtjeva da
sve analize koje se obavljaju u laboratorijima budu sljedive do referentne metode ili
referentnog materijala viseg reda. Odnosno, ako proizvoda¢ podlijeze IVD direktivi to znaci
da ima implementiran sustav kvalitete po to¢no odredenim standardima (Buntak, 2010.).

Prije same primjne reagencija provjerava se referentni interval na 20 sakupljenih uzoraka.
Vrlo Cesto rutinski laboratoriji pristupaju ovom nacinu provjere referetnih intervala jer je
puno jeftinije i jednostavnije. Sama izrada referetnih intervala vrlo je skupa, neprakti¢na,
iziskuje mnogo vremena te se mnogi laboratoriji jednostavno ne mogu upustiti u tako slozene

postupke za veliki broj pretraga koje analiziraju.

1.2. SEROTONIN

Serotonin (5-hidroksi-triptamin, 5-HT) pripada skupini biogenih amina koji imaju veliku i
raznovrsnu bioloSku aktivnost i rasprostranjenost u biljnom i zivotinjskom svijetu.

Serotonin je isprva otkriven kao snazan periferni vazokonstriktor (Rappport i sur., 1948), a
kasnije je utvrdeno da pripada i u glavne neuroprijenosnike koji sudjeluju u vrlo sloZzenim
neuronskim vezama.

Posreduje u citavom nizu perifernih i centralnih funkcija. Smatra se da djeluje na
mnogobrojne fizioloSke funkcije koje ukljucuju kardiovaskularne funkcije, disanje te
termoregulaciju, posreduje u regulaciji cirkadijalnih i1 neuroendokrini ritmova te je ukljucen u
razne oblike ponaSanja od agresije, seksualnog ponasanja, osjetljivosti na bol. Kao posrednik
u kognitivnim funkcijama njegovo djelovanje se ocituje i kod paméenja i ucenja. (Lucki,
1998)

Novija istrazivanja ukazuju na glavnu ulogu serotonina kod ranog embrionalnog razvoja
(Levin i sur., 2006) te posredovanje kod regeneracije jetre (Lesurtel i sur., 2006).

Djelovanje serotonina vrlo je rasprostranjeno po organizmu. Neke od ostalih funkcija su mu
posredstvo kod agregacije trombocita, kod vazokonstrikcija bronhalnih misi¢a (Gershon i

Tamir, 1985.) te sluzi kao prekursor za sintezu neurohormona melatonina (Brzezinski, 1997).



1.2.1.Sintetski put serotonina

Serotonin se stvara u mozgu, trombocitima i probavnom traktu iz esencijalne aminokiseline
triptofana u stanicama koje sadrze triptofan hidroksilazu, a to su prvenstveno serotonergi¢ni
neuroni u jezgrama rafe mozdanog debla, a stvara se i na periferiji, u enterokromafinim
stanicama tankog crijeva.

Za daljni put metabolizma, odnosno razgradnje, glavnu ulogu ima enzim
monoaminooksigenaza (MAO) ¢ijim djelovanjem nastaje metabolit serotonina 5-
hidroksiindolacetaldehid koji se djelovanjem aldehid-dehidrogenaze prevodi u kona¢ni
metabolit serotonina, 5-hidroksiindol-octenu kiselinu (Frazer i i Hensler, 1994).

Konac¢ni metabolit iz organizma se uklanja putem bubrega.

Kao S$to je prethodno receno, glavno mjesto sintetiziranja perifernog serotonina su
enterokromafine stanice gastrointestinalne sluznice tankog crijeva. One ga nakon sinteze
otpustaju u portalni krvotok gdje ga preuzima jetra, a jetra ga zatim otpusta te transportira u
pluca i pluéne mikrovaskulature. Nakon prolaska kroz jetru i plu¢a, 99% serotonina uklanja se
iz cirkulacije ulaskom u trombocite (Fuller, 1986).

Vrlo malen dio serotonina sintetizira se u pinealnoj Zlijezdi gdje se odmah nakon sinteze
prevodi u melatonin koji je vaZzan u regulaciji spavanja i cirkadijalnog ritma (Brzezinski,
1997).
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http://hr.wikipedia.org/wiki/Trombociti
http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Probavni_trakt&action=edit&redlink=1
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Slika 1. Prikaz sinteze i katabolizma serotonina

1.2.2. Serotoninski sustav u trombocitima

Trombociti su, uz serotonergi¢ne neurone i enterokromafine stanice, Stanice najbogatije
serotoninom. Premda se trombociti prema embrioloSkom podrijetlu razlikuju od ziv¢anih
stanica, komponente trombocitnog serotoninskog sustava gotovo su identicne onima u
serotonergi¢nim neuronima.

Slicnosti izmedu trombocita i serotoninergi¢nih neurona ukljucuju aktivni transportni
mehanizam za serotonin, vezno mjesto za imipramin, subcelularnu pohranu serotonina u
vezikule, prisutnost monoaminooksidaze tip B te neuron specificnu enolazu, prisutnost
polupropusne membrane, prisutnost dviju vrsta granula, neurotransmitera u tim granulama te
jednak ulazni mehanizam tvari u stanice. Sve ovo nabrojano upucuje na moguénost odabira
trombocita kao zamjenu za istraZivanje serotoninskog sustava u sredi$njem ziv¢anom sustavu
jer se trombociti ponaSaju gotovo podjednako kao i serotoninski neuroni u srediSnjem
zivéanom sustavu. Upravo ta sli¢nost omogucila je razjaSnjavanje patogeneze psihijatrijskih
poremecaja te ucinak same terapije kod odredenih psihijatrijskih poremecaja (Pletscher,
1987).



Serotonin se ne sintetizira u trombocitima (nije prisutan enzim triptofan-hidroksilaza u
trombocitima), ve¢ u njih prelazi iz krvne plazme aktivnim prijenosom pomocu proteinskog
5-HT prijenosnika (Pletscher, 1987).

Kada prijede iz krve plazme u trombocite serotonin se pohranjuje u guste granule (delta
granule) u citoplazmi trombocita u koje ulazi putem vezikularnog prijenosnika iz trombocitne
citoplazme.

Od ostalih elemenata serotoninskog sustava u trombocitima se nalaze 5HT receptor (5HT-2A)
i monoaminooksigenaza (izoenzim MAO-B) koja metabolizira monoamine i nalazi se na
vanjskoj membrani mitohondrija trombocita (Fuller, 1986). 5-HT-2A receptor nalazi se na

membrani samih trombocita.
1.2.3. Guste granule trombocita

Guste granule (engl: dense bodies) su stani¢ne organele unutar trombocita u kojima se
serotonin pohranjuje u prili¢no velikim koli¢inama, a pojavljuje se u kompleksu s adeninskim
nukleotidima (ATP, ADP) i dvovalentnim ionima (Mg**, Ca?").

Svojstvo granula koje nazivamo gustim dolazi iz gustoce strukture vidljive pod elektronskim
mikroskopom. Nerijetko se spominju u literaturi kao sekrecijske organele ili skladista
serotonina (Youssefian i Cramer, 2000). To su subcelularne organele u kojima je serotonin
zaSti¢en od djelovanja MAO-B, analogno vezikularnom serotoninu u neuronima. Mehanizam
unosa serotonina u guste granule jednak je onom za ulazak u vezikule u neuronima (Hervig i
sur., 1996).

Iz trombocitne citoplazme pomoc¢u vodikove ATP-aze serotonin prelazi u guste granule u
zamjenu za H'vodikove ione koje ATP-aza izbacuje u okolnu citoplazmu (Rudnick i Clarck,
1993).

Sekrecija serotonina iz gustih granula odvija se izuzetno brzo, tako da se serotonin nakon

stimulacije trombinom u potpunosti izluci u cetiri sekunde (Gear i Burke, 1982).
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1.2.4. Koncentracija serotonina u cirkulaciji

Koncentracija serotonina u krvi refleksija je sadrZaja serotonina u trombocitima. Trombociti
sadrze preko 99% ukupnog serotonina iz cirkulacije te je u cirkulaciji zanemariva koli¢ina
(Ortiz i sur., 1988). Sadrzaj serotonina u trombocitima ovisi 0 vise ¢imbenika — 0
koncentraciji slobodnog serotonina u krvnoj plazmi, o aktivnosti 5-HT prijenosnika na
membrani trombocita, 0 mehanizmu pohrane serotonina u guste granule te o otpustanju
serotonina iz trombocita u krvnu plazmu, a zapaZaju se individualne razlike (Arora i sur.,
1984).

Primjerice, visoka koncentracija serotonina u trombocitima ne mora ujedno znaciti i visoku
koncentraciju serotonina u plazmi (nadeno kod trombocitopenija), ali rezultati istraZzivanja na
velikom broju ispitanika potvrduju da u fizioloskim uvjetima koncentracija trombocitnog

serotonina korespondira s njegovom koncentracijom u krvnoj plazmi (Hervig i sur., 1996).

1.2.5. Otpustanje serotonina iz trombocita

Proces nakupljanja serotonina u trombocitu posreduju proteinski serotoninski prijenosnik na
membrani trombocita i vezikularni prijenosnik (H" ATP-aza). Nakon $to se serotonin unese u
trombocitnu citoplazmu, on moze biti razgraden djelovanjem MAO-B ili pohranjen (Da Prada
i sur., 1988).

ATP  ADP

Ha-

hﬂf’rmonska crpka
H4
H* 5-HT+
H"
Citoplazma
Vezilkularni
transporter
Ha-
5-HT

Slika 2. Prikaz ulaska serotonina u guste granule djelovanjem vezikularnog transportera H"
ATPaze
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Serotonin se otpuSta iz trombocita istovremeno s aktivacijom trombocita, a tijekom
hemostaze. Oslobada se iz gustih granula egzocitozom, a sam tok je slican otpustanju
serotonina iz sinaptickih vezikula. Stimulacija trombocita trombinom, kolagenom, ADP-om
ili adrenalinom mobilizira unutarstaniéni Ca®* i konatno dovodi do fuzije granularne i

plazmatske membrane i otpustanja granularnog sadrzaja u plazmu (White, 1992).

1.2.6. FizioloSka uloga trombocitnog serotonina te klini¢ki zna¢aj njegova mjerenja

Nije jos razjasSnjeno zbog ¢ega se velike koncentracije serotonina pohranjuju u trombocitima.
Mnogi su istrazivali fizioloSke karakteristike trombocitnog 5-HT u zdravoj populaciji te su
uvidjeli da postoji normalna distribucija vrijednosti koncentracije 5-HT, opadanje
koncentracije s godinama te da spol i godiSnje doba ne pokazuju nikakav utjecj na
koncentraciju serotonina (Rao i sur., 1994; Hervig i sur., 1996; Martin i sur., 1990).
Koncentracija serotonina u krvi vrlo dobro prikazuje stanje perifernog serotonina zbog ¢ega je
Cesto predmet tispitivanja u hematologiji, gastroenterologiji, ginekologiji, kardiologiji,
imunologiji i psihijatriji.

Depresivni pacijenti pokazuju smanjeni unos serotonina u trombocite, a kod Zzrtava
samoubojstva (Stanley i sur., 1982) i u osoba s anksioznim poremecajem (Iny i sur., 1994)
utvrdeno je smanjeno vezanje imipramina i paroksetina na 5H prijenosnik u neuronima i u
trombocitima.

Depresivni pacijent i osobe sklone samoubojstu sadrze manju koli¢inu serotonina u
trombocitima te se zbog toga kompenzatorno povecava broje serotoninskih receptora. Na taj
nacin je omoguceno lakSe aktiviranje trombocita sa serotoninom kao agonistom s ¢im dolazi 1
pojacana agregacija trombocita te veci rizik takvih osoba za koronarnu bolest (Mukhopadhyay
i Mukhopadhyay, 2002).

Serotoninergicki sustav prvenstveno se promatrao kroz farmakolosku regulaciju, kao jedan od
faktora u psihijatrijskim poremecajima, depresiji, anksioznosti, shizofreniji, anoreksiji nervosi
te autizmu (Lucki, 1998).

Prisutnost smanjene koncentracije serotonina u trombocitima, kao i njegovih metabolita u
cerebrospinalnoj tekué¢ini kod alkoholi¢ara, upucuju na vrijednost mjerenja serotonina u
klini¢kom radu (Benedetti i Dostert, 1992).

Snizene koncentracije serotonina u trombocitima nadene su i kod osoba oboljelih od HIV-a

gdje je 5-HT snizen za viSe od trecine (Larsson i sur., 1989).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Referentne vrijednosti su vrijednosti pretraga koje su ucinjene na uzorcima referentnih osoba,
odnosno osoba odredene Zivotne dobi u kojih se iscrpnom anamnezom i fizikalnim pregledom
te uvidom u postoje¢u dokumentaciju ne moze utvrditi bolesno stanje. Iz referentnih
vrijednosti odreduju se referentni intervali koji ¢ine 95% vrijednosti referentnih (zdravih)
osoba. Najbitniji dio procjene i tumacenja svakog laboratorijskog nalaza jest usporedba
dobivenih vrijednosti s pripadaju¢im referetnih intervalima te se zbog toga i javlja velika
potreba za ustanovljenjem referentnih intervala za sve analite koji se danas odreduju u
laboratorijskoj praksi. Da bi se mogla donijeti Sto ispravnija medicinska odluka, bilo u smislu
pracenja terapije, rjeSavanja klinicke situacije ili potvrde fizioloSkog statusa, nuzno je
poznavati referentne intervale.

Referetni intervali mogu se razlikovati medu populacijama. Stoga je bitno za svaku odredenu
populaciju odrediti pripadajuci interval. Buduci da nisu ustanovljeni referetni intervali za nasu
populaciju, a da je opravdana klini¢ka primjena odredivanja koncentracije serotonina, OVO je
istrazivanje usmjereno na ustanovljenje referentnih intervala trombocitnog serotonina za

odraslu populaciju na podrucju Republike Hrvatske.

Cilj ovog rada jest:

Odrediti referentne intervale serotonina u trombocitima za odraslu populaciju

Specificni ciljevi.
1. Prikupiti uzorke referentnih pojedinaca oba spola i odrasle zivotne dobi prema
uklju¢nim kriterijima.
2. Odrediti koncentraciju serotonina u lizatu trombocita.
3. Utvrditi vrijednosti koje odstupaju od skupine i statisti¢ki ih ocijeniti.
4. Napraviti statisticku obradu dobivenih referentnih vrijednosti za uspostavu
referentnog intervala.

5. Procijeniti moguénost odjeljivanja podskupina prema dobi i spolu.
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3.MATERIJALI | METODE

3.1. ISPITANICI

Ispitanike, njih 242, ¢inili su zdravi dobrovoljci iz Hrvatskog zavoda za transfuzijsku
medicinu (Sto i je jedna od preporuka Radne skupine) , djelatnici KBC ,,Sestre milosrdnice* te
studenti SveuciliSta u Zagrebu.

Svaki pojedinac je bio usmeno obavjesten o razlogu uzimanja njegovog uzorka te je pristanak
za sudjelovanje u ispitivanju potvrdio svojim potpisom na Informiranom pristanku.

Istazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu i
Eticko povjerenstvo KBC ,,Sestre milosrdnice®.

Kriteriji uklju¢ivanja i iskljuc¢ivanja u studiju:

Ispitanici su morali biti odrasle Zivotne dobi, stariji od 18 godina.

Podvrgnuti su pregled kod specijaliste psihijatra i interniste da se iskljuce bolesti za koje su
oni nadlezni te su ispunili upitnik kojim ih se moglo iskljuciti iz istrazivanja. Oni kandidati
koji su imali poviSen krvi tlak, koji su bili na dijeti, koji su bili hospitalizirani u tom trenutku
ili nedavno, majke koje su dojile i zene koje su bile trudne bili su iskljuceni iz istrazivanja jer
predstavljaju posebna stanja zbog kojih ih se ne moze smatrati referentnim osobama.

Ispitana im je i moguca prisutnost dijabetesa te su samo oni kojima je glukoza nataSte bila

manja od 7,2 mmol/L mogli biti uvrSteni u daljnje istraZivanje.

3.2. UZORKOVANJE | UZORCI KRVI

Kod dobrovoljnih darivatelja krvi uzorkovanje se provodilo za vrijeme rutinskog darivanja
krvi u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u Zagrebu od 7 sati do 10h.

Kod djelatnika KBC ,,Sestre milosrdnice™ i1 studenata Sveucilista u Zagrebu uzorkovanje se
provodilo u prijemnoj ambulanti Klini¢kog zavoda za kemiju KBC ,,Sestre milosrdnice” od 8
sati do 10 sati prema protoklu o rutinskom uzimanju Kkrvi.

Kod svih ispitanika krv se uzimala nataste.

Krv se uzimala uz dodatak antikoagulansa K3EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina) u
koncentraciji 4,55+0,85 mmol/L u standardne spremnike s podtlakom (Greiner bio-one,
Austrija) prema preporuci medunarodnog stru¢nog tijela International Council for

Standardization in Hematology.
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Nakon uzimanja krvi uzorak je ¢uvan na hladnom (2 do 8 °C) do postupka obrade koji se

obavljalo unutar sat vremena od uzorkovanja.

3.3. PRIPREMA UZORKA ZA ODREDIVANJE SEROTONINA U TROMBOCITIMA

Da bi se pripremile plazme bogate trombocitima (PRP, engl. Platelet Rich Plasma) potrebno
je centrifugirati uzorke 10 minuta na 200 x g (500 okretaja/min) na temperaturi od 20°C. 1z
centrifugiranih uzoraka odvoji se supernatant koji ¢ini plazmu bogatu trombocitima. Nakon
tog se mjeri broj trombocita na hematoloSkom analizatoru, a zatim se priprema suspenzija
trombocita.

Odvoji se 200 pL plazme bogate trombocitima (PRP) i doda 800 uL fizioloSke otopine. Takav
uzorak se centrifugira 10 minuta na 4500 x g (4000 okretaja/min) u rashladnoj centrifugi na
4°C . Nakon toga odlije se supernatant i na talog doda 200 pL destilirane vode. Suspenzija se
mijesa 1 minutu u elektri¢noj mjesalici kako bi se razorili trombociti. Iz tako pripremljene

suspenzije uzme se 100 uL te se ¢uva na -20 °C do odredivanja koncentracije serotonina.

3.4. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE SEROTONINA U TROMBOCITIMA

3.4.1. Princip metode

Koncentracija serotonina u trombocitima odredena je ELISA (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) metodom.

ELISA pripada imunokemijskim metodama koje se temelje na specificnoj reakciji antigen-
protutijelo a odlikuju se osjetljivos¢u, reproducibilno$¢u i jednostavnoséu izvedbe. Nakon
nastanka kompleksa antigen-protutitijelo enzim kojim je obiljezeno protutijelo katalizira
reakciju u kojoj se supstrat prevodi u obojeni produkt te se mjeri intenzitet obojenja. Intenzitet

obojenja proporcionalan je koli¢ini antigena (Straus i sur., 1997).

3.4.2. Postupak odredivanja koncentracije serotonina

Analiza je provedene gotovim regencijama sukladnim I\VD direktivi - Serotonin Fast ELISA
kit EIA-5061 (DRG International, SAD). Analiticki je postupak izveden po preporu¢enim
standardima i u cijelosti primjenjiv za rutinski rad. To je bio osnovni preduvjet da je metoda,

odnosno prijeanaliticki i analiticki postupak u ovoj studiji identi¢an onom koji ¢e se provoditi
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u rutinskoj klinickoj praksi. U protivnom bi ustanovljeni referentni intervali bili
neprimjenjivi.
Protutijelo antizecja-1gG bilo je obiljezeno enzimom peroksidazom, a supstrat je bioTMB

(tetrametilbenzidin).

POSTUPAK:

e Prije odredivanja koncentracije serotonina u trombocitima nuzno je uzorke
suspenzije trombocita termostatirati na sobnu temperaturu .

e Centrifugirati uzorke trombocitne suspenzije na 10.000 x g kroz 10 minuta.

o Acilirati kontrolne uzorake, standarde i uzorake suspenzije trombocita
ispitanika (dodaje se 25 UL aciliraju¢eg reagensa, 250 pL acilirajuceg pufera te
25 pL uzorka)

e Neprekidno mijeSanje reakcijske smjese 15 minuta na temepraturi od 20-25°C

e 25 puL pripremljenih kontrolnih uzoraka, standarda i uzoraka suspenzije
trombocita pipetira se u jaZzice mikrotitarske ploc¢ice na ¢ijim je stjenkama
vezana definirana koli¢ina antigena, odnosno serotonina.

e U mikrotitarske ploc¢ice se zatim dodaje 100 YL antiseruma sa serotoninskim
antitijelima obiljezenim enzimom.

e Sve se inkubira na 20-25 °C uz kontinuirano protresanje sat vremena u kojem
se kompetitivnog veze serotonin iz suspenzije trombocita i vezanog na
stijenkama jazica

e Postize se reakcijska ravnoteza.

e Trostruko ispiranje s 300 pL pufera za ispiranje (da se ispere suviSak slobodnog
antigena—serotonina i kompleksa antigen-antiserum)

e Dodavanje 100 pL supstrata u svaku jazicu.

e Inkubacija 30 min uz protresanje (poticanje reakcije i djelovanje enzima na
supstrat)

e Dodavanje 100 pL otopine koja sadrzi 0,23 M H,SO, da bi se zaustavila
reakcija.
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U zadnjoj inkubaciji oksidira se TMB-a (tetrametilbenzidin) a reakciju katalizira peroksidaza
pri ¢emu nastaje obojenje.

Nakon dodatka otopine koja zaustavlja reakciju koli¢ina stvorenog obojenog kompleksa
odreduje se ocitanjem apsorbancije na mikrotitarskoj plo¢i na automatskom citacu Human
reader mikrotitarske plo¢ice (Human, Njemacka) fotometrijski na 450 nm.

Za kvantifikaciju serotonina u uzorcima potrebna je kalibracijska krivulja.

Kalibracijska krivulja izraduje se tako da se napravi Sest standardnih otopina u rasponu
vrijednosti od 0 do 2500 ng/mL serotonina. Vrijednosti apsorbancije uzorka usporeduju se s

kalibracijskom krivuljom i o¢itava koli¢ina serotonina.

3.4.3. Izracunavanje koncentracije serotonina u tombocitima

Kada se ocitaju apsorbancije nepoznatih uzoraka slijedi izrada bazdarne krivulje na kojoj se
poznatim koncentracijama serotonina pridruzuju odredene izmjerene apsorbancije. Na taj se
nacin mogu ocitati koncentracije nepoznatih uzoraka kojima smo izmjerili apsorbanciju.

Koncentracija serotonina se izrazava na broj trombocita te je zbog tog potrebno koncentraciju
tombocita u ng/mL koja se dobiva ocitanjem iz krivulje pomnoziti s 1000 te podijeliti s

brojem trombocita u PRP- u izraZenim na 10°

Koncentracija 5HT u PRP (ng/ml) x 1000

Koncentracija trombocitnog 5-HT =
broj tromobocita(x10%/ml)

3.5. METODA IZRADE REFERENTNIH INTERVALA

U ovom istrazivanju radio se a priori pristup, odnosno prvotno su se dobro definirali kriteriji
ukljucivanja i iskljucivanja ispitanika, a zatim se provelo uzorkovanje na pojedincima koji su
zadovoljili odredene kriterije (kriteriji su navedeni u poglavlju 3.1.1Ispitanici).

Odabir pojedinaca bio slu¢ajan, $to osigurava heterogenost referentne populacije. Uzorkovalo
se po nacelu direktnog uzorkovanja odnosno prema planu i namijeni osmisljenoj samo za ovo

istrazivanje.
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3.6. STATISTICKA OBRADA

Podaci su pohranjivani u programu Microsoft Office Excel 2000 (Microsoft, SAD).
Normalnost raspodjele unutar skupina testirana je Kolmogorov-Smirnoljevim testom za
provjeru normalne distribucije.

U statistickoj obradi podataka koriSten je program deskriptivne statistike, a testiranje
znacajnosti razlike medu skupinama provedeno je testom za neparne nezavisne uzorke —
Mann-Whitney test jer vecina podataka nije bila distribuirana po Gaussovoj normalnoj
razdiobi.

Statisticku znacajnost razmatrali smo na razini od 95% (P<0,05).

Buduc¢i da nisu sve varijable distribuirane po Gausovoj normalnoj razdiobi, te da Radna
skupina prvenstveno preporuca izradu referentnih intervala uz primjenu neparametrijskih
statistickih testova, mi smo i u ovom radu Kkoristili samo neparametrijske testove.
Neparametrijska metoda ne pretpostavlja kakva bi mogla biti distribucija promatranih
referentnih vrijednosti, dok parametrijska metoda pretpostavlja da su vrijednosti distribuirane
prema Gaussovoj normalnoj razdiobi.

Refrentni intervali, odjeljivanje podskupina te identifikacija i postupanje s odstupajuc¢im
vrijednostima (outliers) izvedeni su statistickom programu MedCal ver. 12.2.1 (Mariakerke,

Belgija).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. OPISNA STATISTIKA | REFERENTNI INTERVALI

Rezultati su prikazani opisnom statistikom i uspostavljanjem referentnih intervala na 13

tablica te grafickim prikazima s ukupno 9 slika.

Tablica 3. Prikaz svih pojedinacnih ispitanika (N=242) s podacima o spolu, dobi te
izmjerenim koncentracijama trombocitnog serotonina

Spol

Dob
(god.)

Koncentracija
trombocitnog
serotonina
(ng/10° trombocita)

Spol

Dob
(god.)

Koncentracija
trombocitnog
serotonina
(ng/10° trombocita)

Spol

Dob
(god.)

Koncentracija
trombocitnog
serotonina
(ng/10° trombocita)

1 48 307 1 68 128 1 50 17
2 49 612 1 53 647 1 39 153
1 49 925 1 60 407 1 33 224
2 53 725 1 53 620 1 36 396
1 26 328 1 53 370 1 31 305
2 22 528 1 59 364 1 36 437
2 41 641 1 49 360 1 39 1000
1 52 377 1 55 15 1 33 310
1 54 307 1 42 247 1 49 57
1 30 687 1 52 9 1 56 712
1 23 382 1 55 601 1 43 340
2 59 174 1 30 625 2 29 346
1 29 226 1 37 802 2 36 434
1 62 900 1 28 784 2 32 460
1 34 827 1 45 630 2 58 672
1 65 772 2 35 581 2 26 361
1 61 137 1 19 750 2 30 344
1 30 378 1 29 2704 2 43 786
2 47 805 1 39 392 2 58 348
1 45 629 1 30 762 2 40 279
1 60 172 1 59 232 2 25 399
1 42 382 1 39 603 2 40 536
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Spol

Dob
(god.)

Koncentracija
trombocitnog
serotonina
(ng/10°
trombocita)

Spol

Dob
(god.)

Koncentracija
trombocitnog
serotonina
(ng/10°
trombocita)

Spol

Dob
(god.)

Koncentracija
trombocitnog
serotonina
(ng/10°
trombocita)

2 49 576 1 22 464 1 41 654
2 44 878 1 26 438 1 31 437
2 27 309 1 23 763 2 30 708
2 36 507 1 24 371 2 29 311
2 26 614 1 32 429 1 35 602
2 30 510 1 45 303 2 38 703
2 27 850 1 38 424 1 28 377
2 47 440 2 43 1470 1 33 337
2 33 733 1 37 584 1 33 550
2 55 73 1 44 621 2 30 401
2 58 407 2 55 725 2 30 337
2 62 457 2 48 99 2 28 245
2 32 154 2 52 672 1 30 475
2 37 215 1 48 799 2 30 329
1 36 305 2 37 939 1 29 1177
2 21 668 1 49 843 2 28 431
2 22 385 1 34 103 1 29 267
2 30 565 1 35 219 1 33 1119
1 41 1003 1 30 585 2 35 1228
1 59 447 1 47 140 1 31 904
1 39 535 1 22 734 2 47 1579
1 32 519 1 22 969 1 32 611
1 32 810 1 21 570 1 32 320
1 42 463 2 42 217 1 32 699
1 46 464 1 45 66 1 38 80
1 24 494 2 30 185 2 35 941
1 44 1498 1 46 351 2 32 408
1 29 576 2 35 717 1 37 1179
1 24 664 1 34 664 1 30 196
1 22 696 1 35 349 1 42 909
1 23 459 1 36 576 1 32 676
1 24 467 1 29 682 2 32 342
1 21 657 1 28 624 2 38 207
1 21 401 1 28 469 1 37 1647
1 35 517 1 44 621 1 51 178
1 60 520 1 33 687 2 28 745
1 25 711 1 30 2174 2 37 349
1 19 545 1 31 542 1 36 513
1 20 572 2 45 201 1 49 281
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trombocita) trombocita) trombocita)
1 43 852 2 24 414 1 37 407
1 59 581 2 18 207 1 35 46
1 56 553 2 48 770 2 36 684
1 50 527 2 35 658 1 39 667
1 38 707 1 40 592 1 29 468
1 40 96 2 18 533 2 49 165
2 56 511 2 18 552 2 25 282
2 41 521 2 18 433 2 28 299
2 52 312 2 18 503 2 21 429
2 46 406 1 60 221 2 25 468
2 19 1054 1 52 322 1 28 114
2 48 297 1 29 298 1 35 640
2 28 482 1 30 233 1 24 335
1 18 473 1 32 125 1 28 727
1 26 345 1 38 286 2 22 483
2 40 750 1 29 25 2 40 402
2 18 692 1 38 189 2 37 635
2 18 180 1 50 25 2 37 447
2 18 1308 1 46 104 2 51 659
2 40 530 1 45 519

Kolona Spol: 1 — muskarci; 2 - zene
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4.1.1. Frekvencija ispitanika prema spolu

Ispitanika je ukupno bilo 242, od toga 151 muski ispitanik (62,4 %) i 91 Zenska ispitanica
(37,6%). > testom utvrdilo se da se distribucija muskih i Zenskih ispitanika razlikuje (P<0,0001).
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Slika 3. Udio ispitanika po spolu

4.1.2. Frekvencija ispitanika prema dobi

Tablica 4. Statisti¢ka analiza koja opisuje skupinu ispitanika

Veli¢ina uzorka (N) 242

Najniza starosna dob (godine) 18

Najvisa starosna dob (godine) 68
Aritmetic¢ka sredina (godine) 37,1

95%_ Cl za sredi$nju vrijednost 35 - 38
(godine)

Medijan (godine) 36

95% CI za medijan (godine) 33-37
Standardna devijacija (godine) 11,53
Kolmogorov-Smirnovljev test za Normalnost razdiobe je
normalnu razdiobu prihvacena (P=0,0573)

Normalnost raspodjele testirana na razini znacajnosti P<0,05; CI = interval pouzdanosti na razini 95%

Najmladi ispitanik je imao 18 godina, najstariji 68 godina, dok je aritmeticka sredina iznosila 37,1

godina, a medijan 36 godina.
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Slika 4. Relativne frekvencije ispitanika prema starosti (izrazenoj u godinama) (N=121)

4.1.3. Rezultati mjerenja svih ispitanika za trombocitni serotonin

Tablica 5. Prikaz sumarne statistike za sve vrijednosti trombocitnog serotonina

Broj uzoraka (N) 242
Najniza vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 9
Najvisa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 2704
Aritmeti¢ka sredina (ng/10° trombocita) 524,0
95% CI za srednju vrijednost (ng/10° trombocita) 482 - 566
Medijan (ng/10° trombocita) 474
95% CI za medijan (ng/10° trombocita) 437 - 527
Standardna devijacija (ng/10° trombocita) 331,72
Normalna
Kolmogorov-Smirnovljev test razdioba je
za normalnu razdiobu odbacena
(P=0,0117)

Normalnost raspodjele testirana na razini zna¢ajnosti P<0,05; CI = interval pouzdanosti na razini 95%
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Slika 5. Frekvencije odredene koncentracije trombocitnog serotonina u skupini ispitanika

(N=242)

4.1.4. Odredivanje referentnog intervala bez odjeljivanja podskupina

Tablica 6. Gornja i donja granica RI za trombocitni serotonin

s intervalima pouzdanosti (Cl 90%) za sve ispitanike (N=242)

Neparametrijska percentilna metoda

Donja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 46
90% ClI za donju gr anicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) 15- 96
Gornja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 1457
90% CI za gornju ranicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) | 1119 -2174

95%-tni referentni interval za sve ispitanike od 18 do 68 godina iznosi 46 — 1457 ng/10°

trombocita.

90%-tni interval pouzdanosti za donju granicu iznosi 15 — 96 ng/10° trombocita, a za gornju

1119 — 2174 ng/10° trombocita.
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Slika 6. Raspodjela koncentracija trombocitnog serotonina ispitanika (N=242)
kvadrati¢i obojeni zuto — iskljuéeni ,,outliers*

4.1.5. Referentne vrijednosti trombocitnog serotonina za muske ispitanike

Tablica 7. Rezultati statisti¢ke analize za varijablu koncentracije trombocitnog serotonina u
muskih ispitanika (N=151)

Broj uzoraka (N) 151
Najniza vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 9
Najvisa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10” trombocita) 2704
Aritmeti¢ka sredina (ng/10° trombocita) 522
Medijan (ng/10° trombocita) 473
Standardna devijacija (ng/10° trombocita) 359,87
Normalnost
Kolmogorov-Smirnovljev test razdiobe je
za normalnu razdiobu odbacena
(P=0,0229)

Normalnost raspodjele testirana na razini znacajnosti P<0,05


cmd:SHOWXMINMAX?40

Otkrivene su Cetiri vrijednosti trombocitnog serotonina koje se znac¢ajno razlikuju od skupine

(1498, 1647, 2174, 2704), no samo su vrijednosti 2174 1 2704 statistickim testom odbacene.

Tablica 8. Gornja i donja granica RI za trombocitni serotonin s intervalima pouzdanosti (Cl
90%) za muske ispitanike (N=151)

Neparametrijska percentilna metoda

Donja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 23
90% CI za donju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) 9-66
Gornja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 1527
90% CI za gornju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) | 1003-2704

95%-tni referentni interval za muske ispitanike iznosi 23 — 1527 ng/10° trombocita.
90%-tni interval pouzdanosti za donju granicu iznosi 9- 66 ng/10° trombocita, a za gornju
1003 - 2704 ng/10° trombocita.
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Slika 7. Raspodjele koncentracija trombocitnog serotonina za muske ispitanike (N=151)
kvadrati¢i obojeni zuto — iskljuéeni ,,outliers*
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4.1.6. Referentne vrijednosti trombocitnog serotonina za zenske ispitanice

Tablica 9. Rezultati statistiCke analize za varijablu koncentracije trombocitnog serotonina u
Zenskih ispitanica

Broj uzoraka (N) 91
NajniZa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 73
Najvisa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 1579
Aritmetitka sredina (ng/10° trombocita) 526
Medijan (ng/10° trombocita) 482
Standardna devijacija (ng/10° trombocita) 280,7226
Normalnost
Kolmogorov-Smirnovljev test razdiobe je
za normalnu razdiobu prihvacena
(P=0,2834)

Normalnost raspodjele testirana na razini znacajnosti P<0,05

Otkrivene su Cetiri vrijednosti trombocitnog serotonina koje odskacu od svih ostali (1228, 1308,

1470, 1579), no statistickim testom ni jedna nije odbacena.

Tablica 10. Gornja i donja granica RI s intervalima pouzdanosti (Cl 90%) za zenske ispitanice
(N=91)

Neparametrijska percentilna metoda

Donja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 115
90% ClI za donju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) -
Gornja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 1421
90% CI za gornju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) -

95%-tni referentni interval za Zenske ispitanice iznosi 115 - 1421 ng/10° trombocita.

Interval pouzdanosti statisticki je program odbacio zbog nedovoljnog broja uzoraka.
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Slika 8. Raspodjela koncentracija trombocitnog serotonina za zenske ispitanice (N=91)

4.1.7. Referentne vrijednosti trombocitnog serotonina za ispitanike mlade od 36 godina

Tetiranje varijable dobi pokazala je da ne slijedi Gaussovu distribuciju te da srediSnja vrijednost
(medijan) na polovici skupine iznosi 36. Zbog toga je 36 godina uzeta kao godina koja ¢e biti
uporiSe da napravimo dvije podjednake skupine od po 120 uzoraka. S takvom podjelom osiguran
je minimalan broj ispitanika za obje skupine na kojima se moze odredivati referentni interval. Ova
podjela nema fizioloSkog uporista ve¢ samo zadovoljen temeljni preduvjet najmanjeg broja
ispitanika. Testiranjem razlike referentnih vrijednosti izmedu te dvije skupine utvrdit ¢e se postoji
li medu njima statisticki zncajna razlika, a time i opravdanost odjeljivanja skupina prema dobi na

granici od 36 godina.
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Tablica 11. Rezultati statisticke analize za varijablu koncentracije trombocitnog serotonina u
ispitanika mladih od 36 godina (N=121)

Broj uzoraka N 121
NajniZa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 25
Najvisa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 2704
Aritmeti¢ka sredina (ng/10° trombocita) 544
Medijan (ng/10° trombocita) 482
Standardna devijacija (ng/10° trombocita) 345,74
Normalnost
Kolmogorov-Smirnovljev test za normalnu razdiobu razdlovbe )€
odbacena
(P=0,0087)

Normalnost raspodjele testirana na razini zna¢ajnosti P<0,05

Otkrivene su Cetiri vrijednosti trombocitnog serotonina koje su znac¢ajnovise od svih ostali (1228,

1308, 2174, 2704), no statistickim testom odbacene su samo vrijednosti 2174 1 2704.

Tablica 12. Gornje i donje granice RI za trombocitni serotonin te interval pouzdanosti za obje
granice intervala kod ispitanika mladih od 36 godina (N=121)

Neparametrijska percentilna metoda

Donja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 103
90% CI za donju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) 25-180
Gornja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 1304
90% CI za gornju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) | 1054- 2704

95%-tni referentni interval za ispitanike mlade od 36 godina iznosi 103 - 1304 ng/10° trombocita.
90%-tni interval pouzdanosti za donju granicu iznosi 25 - 180 ng/10° trombocita, a za gornju

1054 — 2704 ng/10° trombocita.

29


cmd:SHOWXMINMAX?163
cmd:SHOWXMINMAX?203
cmd:SHOWXMINMAX?142
cmd:SHOWXMINMAX?40

3000

2500

2000

1500

1000

500

koncentracija serotonina (ng/10 9tr0mbocita’,
(ispitanici mladi od 36 godina)

Slika 9. Raspodjela koncentracija trombocitnog serotonina za ispitanike mlade od 36 godina (N=121)
kvadrati¢i obojeni Zuto — iskljuceni ,,outliers*

4.1.8. Referentne vrijednosti trombocitnog serotonina za ispitanike s 36 i viSe godina

Tablica 13. Rezultati statisticke analize za varijablu koncentracije trombocitnog serotonina u
ispitanika koji imaju >36 godina (N=121)

Broj uzoraka N 121
Najniza vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 9
Najvisa vrijednost trombocitnog serotonina (ng/10° trombocita) 1647
Aritmeti¢ka sredina (ng/10” trombocita) 503
Medijan (ng/10° trombocita) 463
Standardna devijacija (ng/10° trombocita) 317,18
Normalnost
Kolmogorov-Smirnovljev test za normalnu razdiobu ra;dlok?e J°
prihvacena
(P=0,4992)

Normalnost raspodjele testirana na razini znacajnosti P<0,05

Otkrivene su Cetiri vrijednosti trombocitnog serotonina koje su znacajno vise od svih ostali (1470,
1498, 1579,1647), no statisticki program ih nije odbacio.
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Tablica 14. Gornja i donja granice Rl te interval pouzdanosti za obje granice intervala kod
ispitanika koji imaju >36 godina (N=121)

Neparametrijska percentilna metoda

Donja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 17
90% CI za donju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) 9-73
Gornja granica referentnog intervala (ng/10° trombocita) 1496
90% CI za gornju granicu referentnog intervala (ng/10° trombocita) | 1000 — 1647

95%-tni referentni interval za ispitanike starije od 36 godina iznosi 17 - 1496 ng/10° trombocita.

90%-tni interval pouzdanosti za donju granicu iznosi 9 — 73 ng/10° trombocita, a za gornju
granicu 1000 - 1647 ng/10° trombocita.
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Slika 10. Raspodjela koncentracija trombocitnog serotonina za ispitanike s >36 godina (N=121)

31



4.1.9. Usporedba koncentracija trombocitnog serotonina u ispitanika u odnosu na

grani¢nu dob od 36 godina

Tablica 15. Usporedba Mann-Withney-evim testom koncentracije trombocitnog serotonina dviju
skupina ispitanika uovisnoo dobi

<36 godina > 36 godina
Broj uzoraka N 121 121
Najniza vrijednost trombocitnog serotonina 25 9
(ng/10° trombocita)
Najvisa vrijednost trombocitnog serotonina 2704 1647
(ng/10° trombocita)
Medijan (ng/10° trombocita) 482 463
95% CI za medijan (ng/10° trombocita) 437 - 548 406- 535
Interkvartilni raspon (ng/10° trombocita) 343,5-677,5 294,3 - 661,0
Testiranje razlike (na razini znacajnosti P<0,05) P=0,3452

Testiranjem Mann-Withney-evim testom dvije skupine ispitanika koji imaju manje od 36 godina i

onih koji imaju 36 1 vise godina utvrdeno je da izmedu njih nema statisticki znacajne razlike
(P=0,3452).
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Slika 11. Usporedba vrijednosti trombocitnog serotonina za dvije skupine ispitanika prema
kriteriju > ili >36 godina
kvadrati¢i obojeni zuto — iskljuceni ,,outliers*
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4.2. RASPRAVA

Najbitnije dio procjene laboratorijskog nalaza, kao Sto je prethodno receno, jest usporedba dobivenih
vrijednosti s pripadaju¢im referentnim intervalima. U zdravstvenom okruzenju oni su jedno od
glavnih uporista za donoSenje medicinske odluke i1 velika pomo¢ u interpretaciji individualnih
rezultata laboratorijskih pretraga.

Istrazivanja su pokazala da se 80% medicinskih odluka donosi iskljucivo na temelju interpretacije
laboratorijskog nalaza (Katayev i sur., 2010), $to dodatno isti¢e potrebu za primjenom pouzdanih
referetnih intervala.

Koncentracija trombocitnog serotonina vrlo je dobar pokazatelj homeostaze petifernog odjeljka
serotonina u organizmu. Kao jedan od biokemijskih biljega u ulozi indikatora primjenjuje se u
psihijatrijskim poremecajima, depresiji, anksioznosti, shizofreniji, anoreksiji nervosi te autizmu. Vrlo
je dobar pokazatelj terapijskog odgovora na terapiju antidepresivima Sto je i pokazalo jedno
istraZzivanje provedeno kod nas (Pivac i sur., 2003) te je naglaSena klini¢ka potreba za uspostavom
pouzdanih referentnih intervala.

No, sama provedba istrazivanja u svrhu njihova odredivanje financijski je ¢esto nepogodna i oteZana.
Problemi se javljaju ¢esto ve¢ na pocetku kada je potrebno definirati zdravu populaciju, odabrati
pojedince koji bi bili referentni i koji bi mogli biti ogledalo odredene populacije. Iznimno je tesko
odredivati referentne intervale u pedijatrijskoj populaciji jer ona zahtjeva jo§ vecu dozu opreza i
poteskoca. Najveci problem kod odredivanja referentnih intervala za pedijatrijsku populaciju jest
otezano dobivanje dovoljnog volumena uzorka koje je ponekad gotovo nemogué, primjerice kod
novorodencadi. Nadalje, fizioloSka koncentracija biokemijskih veli¢ina kod pedijatrijske populacije
varira iz godine u godinu, dapacCe iz mjeseca u mjesec. Fiziologija cijelog organizma vrlo je
promjenjiva i kod takve populacije starosna dob ima velik utjecaj na referentne intervale Sto otezava
njihovo odredivanje. Potvrda tome je i veliko istrazivanje CALIPER (engl.Canadian Laboratory
Initiative on Pediatrics Reference Interval Database) koje ve¢ nekoliko godina provodi mnostvo
stru¢njaka kako bi odredili referentne intervale za 40 biokemijskih biljega u pedijatrijskoj populaciji
(Jung i Adeli, 2009)

Upravo zbog svih tih poteskoca veéina laboratorija nije spremna pristupiti tako opseznom poslu
odredivanja referentnih intervala za svoju populaciju te ve¢inom koristi referentne intervale koje

preporuca proizvodac, a laboratorij sam provodi samo provjeru na na minimalnom broju uzorka u
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svojoj populaciji.

Ovaj je rad bio namijenjen odredivanju referentnih intervala za trombocitni serotonin. Kako jo§ na
nasem podrucji nije definiran referentni interval za trombocitni serotonin, t0 je bio jo$ dodatan
motivacijski faktor za njegovo odredivanje.

Istrazivanje je napravljeno na skupini od 242 ispitanika, odnosno dvostruko viSe unutar broja koji se
preporuca za izradu referentnih intervala ( N=120).

Teoretski smo mogli napraviti dvije podskupine s obzirom na spol, ali zbog manjeg broja Zenskih
ispitanica (N=91) u odnosu na preporuceni broj, obrada podataka nije bila moguca u potpunosti.
Statistiku smo proveli i ona je prikazana u radu, ali i sam program je prepoznao da se radi o
nedovoljnom broja ispitanica te nije mogao odrediti interval pouzdanosti za referentne granice. lako
se medijani 1 aritmeticke sredine izmedu muskih 1 Zenskih ispitanika nisu skoro uopce razlikovali,
nismo mogli donijeti zaklju¢ak o nepostojanju razlike izmedu referentnih intervala oba spola.
Rezultati drugih istrazivanja o razlikama referentnih intervala izmedu spolova proturjecni su
(Guicheney, 1988; Jernej i sur., 2000).

Odbacivsi odjeljivanje ispitanika prema spolu, odlucili smo se za odjeljivanje prema starosnoj dobi.
Buduc¢i da smo imali 242 ispitanika, mogli smo oodijeliti samo dvije podskupine da bismo zadovoljili
minimalni broj od 120 ispitanika. Strosna dob od 36 godina (medijan) razdijelila je ispitanike na dvije
skupine — po 121 ispitanik u svakoj skupini).

Provedena je statistiCka analiza te je uvrdeno da izmedu ispitanika koji su mladi od 36 godina i onih
koji imaju 36 1 viSe godina nema statisticki znaCajne razlike te da je neopravdano dijeliti skupinu, a
time 1 odredivati zasebne referentne intervale.

Stoga je 95% - tni referentni interval za trombocitni serotonin, zbog prethodno navedenog razloga, u
nasem istraZivanju jedinstven za cijelu populaciju od 18-68 godina i iznosi 46— 1457 ng/10°
trombocita, a 90%-tni interval pouzdanosti za donju granicu iznosi 15 — 96 ng/10° trombocita, dok za
gornju iznosi 1119 — 2174 ng/10° trombocita.

U potrazi za mogucom usporedbom naSih rezultata, literatura za nase podrucje ne pruza gotovo
nikakva istrazivanja u kojima bi se kao neki od rezultata objavio referetni interval trombocitnog
serotonina.

Prosle godine je skupina stru¢njaka odredivala fiziolosku koncentraciju trombocitnog serotonina kod
trudnica te su imali kontrolnu skupinu koja je obuhvacala zdrave Zene, ali su oni trombocitni
serotonin izrazavali u nmol/mg proteina te nam nisu mogli posluzit ni kao orijentacija ni kao
usporedba (Gall i sur., 2011).

Referentni interval prilicno je Sirok pogotovu ako ga usporedujemo s referentnim intervalima koje
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nudi proizvoda& (DRG Inernational, SAD) (215~ 850 ng/10° platelets ), ali u uputi gdje je izloZio
svoje oCekivane referentne intervale za trombocitni serotonin nije opisano na koji nacin je birana
populacija, na kojem broju ispitanika su ustanovljeni referentni intervali i kojom se statistiCkom
metodom koristio. Nije ustanovio odijeljene intervale prema spolu ni dobi. Uz to, u uputama izricito
navodi: It is recommended that each laboratory establishes its own reference intervals. The values
reported in this test instruction are only indicative. (http://www.drg-international.com/ifu/eia-
5061.pdf).

Zbog toga je teSko usporedivati naSe i1 njihove rezultate jer se statisticke analize uvelike mogu
razlikovati.

Za naSu populaciju literatura navodi jedno istrazivanje koje je prosle godine izradeno u svrhu
povezivanja svojstava trombocita i koncentracije trombocitnog serotonina (Getaldi¢-Svarc, 2012). U
tom radu je kao referentni interval trombocitnog serotonina odredena vrijednost od 201,5 — 940,2 ng
serotonina/10° trombocita. S obzirom na interval koji smo mi u ovom radu odredili (46— 1457 ng/10°
trombocita) , interval iz tog istrazivanja sli¢niji je onom koji je ustanovio proizvodac reagensa. Treba
naglasiti da taj rad nije raden u svrhu odredivanja referentnih intervala, da su kod njih koncentracije
trombocitnog serotonina pokazale normalnu distribuciju, dok je kod nas normalna distribucija
koncentracija trombocitnog serotonina odbacena. Ne znamo jesu li nam rezultati u daljnjem
ispitivanju bili obradivani na jednak nacin. Takoder, u tom istrazivanju prepoznavanje i odbacivanje
,outliers® nije slijedilo statistiCke zakonitosti ve¢ jednostavni vizualni pregled te subjektivnu
procjenu o odbacivanju ili zadrzavanju ekstremnijih vrijednosti. S druge strane, mi smo Kkoristili
preporucnu statisticku analizu po Tukeyu koja je, i nakon Sto je detektirala udaljene vrijednosti od
skupa, ve¢i broj zadrzala 1 uvrstila u referentni interval. To bi mogao biti razlog za vecu $irini naseg
referentnog intervala.

U istrazivanju smo se rukovodili preporu¢enim smjernica Radne skupine te nemamo razloga sumnjati
u ispravnost referentnog intervala za trombocitni serotonin. Medutim, skupina je morala biti znatno
vecéa da bismo pristupili odjeljivanju podskupina prema spolu i dobi.

S velikom tesko¢om se usporeduju dobiveni rezultati s rezultatima iz literature jer se trombocitni
serotonin nestandardizirano jo$ uvijek iskazuje na Cetiri razlicita nacina - kao ng/mL krvi, kao ng/mg
trombocitnog proteina , kao nmol/10° trombocita i naposlijetku kao ng/10° trombocita cemu smo se i
mi priklonili. Ujedno, metode koje se primjenjuju vrlo su razlicite - ELISA, RIA, HPLC. Kad bi se u
buducim istrazivanjima ujednacila metodologija i nain izrazavanja koncentracije trombocitnog

serotonina, to bi uvelike olaksalo i interpretaciju i usporedbu dobivenih vrijednosti.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moguce je zakljuciti sljedece:
Odabir skupine 1 kriteriji iskljucivanja 1 ukljucivanja za odredivanje referentnih vrijednosti slijedioje
preporuke

e S obzirom da broj muskih i Zenskih ispitanica pojedina¢no nije zadovoljavao kriterije koje
Radna skupina (Working Group on Reference Intervals from CLSI) preporu¢a nije bilo
moguce napraviti razdjeljivanje referentnih intervala za trombocitni serotonin prema spolu.

e Podjela skupine od 242 ispitanika na dvije podskupine po na¢elu minimalnog broja ispitanika
od 120 odijeljene su bile dobnom granicom od 36 godina. Podjela se nije pokazala
opravdanom jer se referentne vrijednosti nisu statisticki razlikovale (P=

o Referentni interval za trombocitni serotonin ustanovljen je za populaciju od 18-68 godina bez

obzira na spol te iznosi od 46 — 1457 ng/10° trombocita.
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7. SAZETAK

Odredivanje referentnog intervala trombocitnog serotonina

Referentni interval je centralni interval vrijednosti omeden vrijednostima referentnih granica s
odredenim percentilom, a odnosi se na skupinu vrijednosti odredenih u referentnoj grupi ili
predvidenih za referentnu populaciju definirani specificnim obuhvatnim postotkom. Najcesce
obuhvaca 95% vrijednosti referentne populacije.

Refrentni interval predstavlja ,,normalne* vrijednosti neke zdrave populacije za odredeni analit 1 sluzi
za interpretaciju individualnih nalaza laboratorijskih pretraga, a kona¢no postaje uporiste medicinske
odluke.

U ovom radu cilj je bio odrediti referentni interval trombocitnog serotonina za nasu populaciju.
Istrazivanje je obuhvatilo 242 ispitanika, od kojih 151 muskih ispitanika i 91 Zenskih ispitanica u
dobi od 18-68 godina koji su nakon iscrpne anamneze i fizikalnog pregleda specijalista psihijatra i
interniste te ostalih preporucenih kriterija uvrsSteni kao referentne osobe. Ispitanicima je nataste uzet
uzorak krvi s antikoagulansom iz kojeg je priredena plazma bogata trombocitima te suspenzija
trombocita. U takvom uzorku odredivan je serotonin ELISA metodom. Statisticka obrada rezultata je
provedena prema preporukama Radne skupine za utvrdivanje referentnih intervala iz Instituta za
klinicke i laboratorijske standarde (CLSI)

Odjeljivanje podskupina prema dobi i spolu pokazalo se neutemeljenim. Minimalni broj ispitanika za
pouzdanu statistiku iznosi 120 te nismo mogli obraditi skupinu zena koja je brojila 91 ispitanica.
Dijeljenje skupine po dobi, uz postivanje istog nacela minimalnih 120 ispitanika, nalazilo se na
dobnoj granici od 36 godina, odnosno skupine su bile podijeljene po kriteriju < ili >36 godina.
Rezultati su pokazali da nema statisticki znacajne razlike (P=0,3452) izmedu promatranih skupina, te
da nije potrebno ras¢lanjivati ispitanike prema dobi.

Rezultati istrazivanja u promatranoj skupini definirali su referentni interval trombocitnog serotonina

za odraslu populaciju od 18-68 godina u granicama od 46 do 1457 ng/10° trombocita.

Kljucne rijeci: refrentni intervali, referentna populacija, serotonin, trombociti, depresivni poremecaj,

terapija antidepresivima
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7.SUMMARY

Establishment of platelet serotonin’s reference interval

Reference interval is a central interval of value bound by values of reference limits with a certain
percentile. Reference interval, which is defined by a specific percentage (95%), is refered to a set of

values determined in a reference group.

The reference interval represents ,,normal* values of a certain population for a certain biochemical
marker and serves to interpret individual medical report and later finally becomes the base of a
medical decision.

During this research the purpose was to determine a reference interval of platelet serotonin for our
population.

This survey included 242 examinees, more accurately, 151 male examinees and 91 female examinees
at the age of 18-68. After a detailed anamneses, physical examination and other recommended
criteria they were determined as reference individuals. The blood samples with anticoagulants were
taken from the hungry examinees, out of which were prepared platelet-rich plasma and platelets
suspenssion. In this kind of sample serotonin was determined by the ELISA method. Statistical
evaluation of results was carried out according to recommendations of a Working Group on
Reference Intervals from Clinical and laboratory standards instutute (CLSI).

Subgroup separation according to age and sex has not been valid. Minimal number of examinees for
reliable statistics is 120, so we could not process 91 female examinees. Separating the group by age
and respecting the same principal of minimal number of 120 examinees would include age limit at
the age of 36, and the groups have been divided according to the age criteria of < or > 36 years of
age. The results showed that it is not necessary to devide examinees according to their age because
there is no statistically important difference (P=0,3452) between the observed groups.

The survey results of the observed group determined a platelet serotonin's reference interval for adult

population between 18 and 68 years of age which amounts from 46-1457 ng/10° platelets.

Key words: reference interval, reference population, serotonon, platelets, depressive disorder,
antidepression therapy
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8.PRILOG

8.1. SUGLASNOST ETICKOG POVJERENSTVA
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