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POPIS KRATICA

APC — antigen predoc¢ne stanice (engl. antigen presenting cells)

CEA — karcinoembrionalni antigen

CPT — epruveta za pripremu stanica (engl. Cell Preparation Tube)

FACS — fluorescentno razvrstavanje stanica (engl. Fluorescence-activated cell sorting)

GM-CSF — ¢imbenik poticanja granulocitno-monocitnih kolonija (engl. granulocyte-monocyte

colony stimulating factor)
LDH — laktat dehidrogenaza

M-CSF — ¢imbenik poticanja makrofagnih kolonija (engl.macrophage colony stimulating

factor)

NK-stanice — prirodnoubojicke stanice (engl. natural killer)

NSE — neuron specifi¢na enolaza

PBMC — mononuklearne stanice periferne krvi (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline)

RCF — relativna centrifugalna sila (engl. relative centrifugal force)

SCLC — karcinom pluc¢a malih stanica (engl. Small cell lung cancer)
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1.UvOD

1.1. Leukociti
Leukociti ili bijele krvne stanice su nositelji imunosti organizma. Nastaju od zajednicke

pluripotentne krvotvorne mati¢ne stanice (engl. hematopoietic stem-cells) kostane srzi iz koje
nastaju prastanice (engl. progenitors) koje se dijele na mijeloidne i limfoidne stanice (Slika 1.).
Zajednicka mijeloidna progenitorska stanica se diferencira u granulocite, monocite, mastocite,
megakariocite (trombociti) i eritrocite u kostanoj srzi. Granulociti imaju kratak zivotni vijek i
njihov broj se povecava u upali. Razlikujemo neutrofilne granulocite koji imaju sposobnost
fagocitoze Cestica i mikroorganizama, eozinofilne granulocite ¢ija je uloga obrana od parazita
te bazofilne granulocite. Makrofagi nastaju od monocita periferne krvi i vazno svojstvo im je
fagocitoza. Mastociti oslobadaju tvari koje sudjeluju u procesu upale. Limfoidna prastanica
limfopoezom sazrijeva u limfocite T i B i NK-stanice. Limfociti su nosioci svih vrsta specifi¢ne
imunosti, no neke skupine limfocita kao §to su NK-stanice i intraepitelni limfociti ne pripadaju
adaptivnoj imunosti nego imaju vaznu ulogu u urodenoj imunosti (1). Antigen predo¢ne stanice
(engl. antigen presenting cells, APC) izlazu antigen na svoju povr$inu i na taj na¢in pomazu
limfocitima u prepoznavanju antigena te poti¢u njihovu aktivaciju, a posrednicke stanice
izlucuju razlicite citokine i kemokine, tj. topljive tvari kojima pojacavaju upalu. Fizioloski broj
leukocita u odraslih je 3,4 — 9,7 x 10%L, od toga relativni udio eozinofila 0 — 7 %, bazofila 0 —
1 %, nesegmentiranih neutrofilnih granulocita 0 — 2 %, neutrofilnih granulocita 44 — 72 %,
limfocita 20 — 46 %, monocita 2 — 12 % (2).
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Slika 1. Razvoj stanica imunosnog sustava. Sliku izradila autorica.

1.2. Mononuklearne stanice periferne krvi

Jedna od podjela leukocita je podjela na mononuklearne i polimorfonuklearne stanice.
Mononuklearne stanice periferne krvi (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) su
stanice koje imaju jednu okruglu jezgru (3, 4). PBMC uklju¢uju limfocite (T-stanice, B-stanice
i NK-stanice), monocite i dendritiCke stanice. Zastupljenost ovih skupina stanica unutar
populacije mononuklearnih stanica varira kod pojedinaca, ali obi¢no su limfociti u rasponu od

70 do 90 %, monociti od 10 do 20 %, dok su dendriti¢ne stanice rijetke, samo 1 — 2 %. (3).

1.2.1. Limfociti

Limfociti nastaju limfopoezom iz pluripotentne hematopoetske mati¢ne stanice. U
embriogenezi naprije nastaju u zumanjcanoj vreéi, nakon toga u fetalnoj jetri, i kona¢no u
kostanoj srzi (5). Kod odraslih, iz zajednicke limfoidne prastanice nastaju pro-T, pro-B i pro-
NK prastanice koje se diferenciraju u razli¢itim organima. Limfociti B i NK-stanice se razvijaju
u kostanoj srzi do stadija zrelih stanica, te zbog toga limfociti imaju specificnu oznaku ,,B* koja
potjece od engleskog naziva za kostanu srz (engl. bone marrow). U ptica limfociti B sazrijevaju
u posebnom organu koji se zove Fabriciusova burza, te su prema tome izvorno dobili naziv (1,

5). Naziv NK-stanica nije vezan za mjesto njihovog nastanka nego za funkcijsko obiljezje (engl.
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natural Killer). Sazrijevanje limfocita T odvija se u timusu te zbog toga imaju specifi¢nu oznaku

» 1 (6).

1.2.2. Monociti

Monociti nastaju u kostanoj srzi od mijeloidne prastanice koja sazrijeva u prastanicu
monocitne loze. 1z prastanice monocitne loze nastaju promonociti koji sazrijevaju u monocite
te prelaze u krv gdje borave jedan do Cetiri dana, a nakon toga odlaze u tkiva i tamo postaju
tkivni makrofagi. Sazrijevanje monocita pomazu citokini kao §to su ¢imbenik poticanja
granulocitno-monocitnih kolonija (engl. granulocyte-monocyte colony stimulating factor, GM-
CSF) te ¢imbenik poticanja makrofagnih kolonija (engl. macrophage colony stimulating factor,
M-CSF) (1). Makrofagi su mononuklearne stanice koje potjecu iz monocita u krvi, a nalaze se
u tkivima. Glavna zadaca makrofaga je fagocitoza te kemotaksija, liziranje mikroorganizama i
predocivanje antigena limfocitima T. Makrofagi su nositelji nespecificne imunosti: fagocitiraju

strane tvari i Cestice i razgraduju ih svojim enzimima.

1.3. PBMC i dijagnostika tumora

Biomarkeri se u laboratorijskoj praksi odreduju rutinskim imunokemijskim tehnikama
u pacijentovom serumu ili plazmi. Za laboratorijsku dijagnostiku malignih bolesti mogu se
koristiti neki unutarstani¢ni biomarkeri kao $to su neuron specifi¢na enolaza (NSE), laktat
dehidrogenaza (LDH) te feritin. NSE je tumorski marker za pracenje karcinoma pluca malih
stanica (engl. Small cell lung cancer, SCLC), a poviSene vrijednosti mogu se naci i u drugim
tumorima kao $to su neuroblastomi, maligni melanom, feokromocitom, metastazirani renalni
karcinom itd. NSE se koristi u postavljanju dijagnoze te pracenju uspjesnosti terapije i tijeka
bolesti. LDH je nespecifi¢an biljeg ostecenje tkiva. Koristi se za dijagnozu i pracenje progresije
stanja koja dovode do oStecenja tkiva (npr. ostecenja jetre), bolesti krvnih stanica ili malignih
oboljenja. Za razliku od nekih izvanstani¢nih biomarkera (kao npr. CEA) koji se gube
pripremom uzoraka za analizu, biomarkeri koje nalazimo unutar mononuklearnih stanica su
raniji dijagnosti¢ki pokazatelj malignih bolesti. Budu¢i da su mononuklearne stanice vazne u
obrani organizma, njihov unutarstani¢ni sastav bitan je za dijagnozu malignih bolesti. Pripravci
mononuklearnih stanica mogu se koristiti za razlicite in vitro testove kako bi se procijenile
razli¢ite funkcije limfocita kao Sto su proliferacija potaknuta stimulacijom mitogenima i

imunofenotipizacija povrSinskih markera kao i unutarstani¢nih molekula (7, 8).
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1.4. Postupci izolacije stanica
Imunomagnetsko odvajanje stanica je tehnika kojom se magnetske Cestice koriste za

izoliranje ciljnih stanica od heterogenih smjesa. Magnetske Cestice se vezu na specificne
proteine stani¢ne povrSine na ciljanim stanicama putem antitijela, enzima, lektina ili
streptavidina (9). Uzorak se zatim stavi u elektromagnetsko polje koje povlac¢i magnetske
Cestice s obiljezenim stanicama, a neobiljeZene stanice ostaju u supernatantu. Imunomagnetsko
odvajanje stanica ima nekoliko prednosti, ukljucujuci: brzi i jednostavni protokoli, niski
troskovi opreme, izolacija veceg broja stanica odjednom, potencijal za automatizaciju i visoka

odrzivost stanica (9).

Fluorescentno razvrstavanje stanica (engl. Fluorescence-activated cell sorting, FACS)
metoda je koja koristi proto¢nu citometriju i fluorescentne sonde za odvajanje stanica iz
heterogenih smjesa stanica. Antitijela oznacena fluoroforom vezuju se na epitope na
specificnim antigenima na ciljne stanice unutar suspenzije. Nakon oznaavanja stanica
fluoroforom, protocni citometar usmjerava stani¢nu suspenziju u tok pojedinacnih stanica.
Stanice su osvjetljene s nekoliko laserskih zraka razli¢itih valnih duljina, ¢ime dolazi do
pobudivanja fluorofora i emisije karakteristicnih valnih duljina. Fotonski signali (na temelju
valnih duljina) pretvaraju se u proporcionalan broj elektronskih impulsa koji dodjeljuju naboj
kapljici koja se formira oko stanice. Kako svaka kap kaplje izmedu nabijenih ploc¢a, naboj

kapljice uzrokuje da se kapljica odbaci u cijevi za sakupljanje ili padne u komoru za otpad (9).

Sedimentacija odvaja stanice na temelju toga Sto ¢e gravitacija izazvati talozenje vecih
1 gus¢ih komponenata brze od komponenata koje su manje i manje gustoce. Najvece i najgusce
komponente u uzorku mogu se izdvojiti po¢etnim centrifugiranjem male sile zbog velike brzine
sedimentacije. Supernatant se tada moZe ponovo centrifugirati 1 uzastopnim centrifugiranjem
mogu se izolirati komponente sa sve nizim stupnjem sedimentacije. Leukociti se obi¢no

odvajaju od eritrocita putem sedimentacije dekstrana (9).

Centrifugiranje u gradijentu gustoce oslanja se na razli¢ite gustoce stanica unutar
heterogene smjese. Uzorak se nanosi na sredinu medija s gradijentom gustoce prije nego $to se
centrifugira. Jedna od tehnika izolacije mononuklearnih stanica koristi tekué¢i medij s
gradijentom gustoce napravljen od fikola (hidrofilni polisaharid koji razdvaja slojeve krvi) i
otopine natrijevog metrizoata ili natrijevog diatrizoata (10, 11). Postupak je analiticki zahtjevan

(12). U postupku se upotrebljava krv prikupljena rutinskom flebotomijom, koja se razrjeduje
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puferiranom otopinom, a zatim pazljivo nanosi na medij. Ovaj pripravak se zatim centrifugira
da se izoliraju mononuklearne stanice iznad medija. Stanice se skupljaju pazljivim pipetiranjem

iz tekucéeg okruzenja.

BD Vacutainer CPT (engl. Cell Preparation Tube, CPT) epruveta za izolaciju stanica
sa natrijevim citratom kombinira epruvetu za prikupljanje krvi koja sadrzi citratni antikoagulans
s graduiranim fikolom i gel separatorom koji razdvaja dvije tekucine (12). Rezultat je prikladan
sustav s jednom epruvetom za prikupljanje pune krvi i odvajanje PBMC-a koji smanjuje rizik
od onecis¢enja uzorka i eliminira potrebu za dodatnim epruvetama, pipetama i reagensima.
Dosadasnja istrazivanja nisu utvrdila znacajnu razliku u PBMC izoliranim koristenjem CPT

sustava ili uobi¢ajenom metodom centrifugiranja u gradijentu gustoce fikola (13, 14).
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2.CILJ

Cilj ovog istrazivanja je optimizacija izolacijskog postupka u svrhu postizanja to veceg
iskoriStenja i ¢isto¢e humanih pripravaka PBMC-a. Parametri koji ¢e se ispitivati kod izolacije
mononuklearnih stanica su duljina centrifugiranja te broj okretaja. Brojanjem stanica na
hematoloskom brojacu utvrditi ¢e se optimalni uvjeti pri kojima je postignuto najbolje

iskoristenje uz najvecu ¢istocu pripravaka.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ustroj studije

Ova klinicka opservacijska studija dio je Sireg projekta optimizacije validacije kandidata
za tumorske biljege karcinoma pluc¢a ne-malih stanica. Studija je prethodno odobrena od strane
Eti¢kih povjerenstava Klinickog bolnickog centra Osijek (Broj: 25-1:13152-5/2011), Klinickog
bolnickog centra Zagreb (Klasa: 8.1-16/ 158-1, Broj: 02/21 AG) i Opce bolnice Nasice (Broj:
01-664/2-2014.). Istrazivanje pod nazivom “Validacija kandidata za tumorske biljege
nemikrocelularnog karcinoma plu¢a” u svrhu izrade doktorske disertacije provela je mr.sci.

Sandra Dundovié, spec. med. bioch. (mentor: doc. dr. sc. Zeljko Debeljak).

3.2. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 40 odraslih zdravih ispitanika oba spola sa podrucja
OsjeCko-baranjske zupanije. Uzorci su uzorkovani na Zavodu za klinicku laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Osijek. Osobni podaci ispitanika su se obradivali elektronicki, a glavni
istraziva¢ i njegovi suradnici pridrzavali su se interne procedure za zastitu 0osobnih podataka.
Svi ispitanici su detaljno obavijesteni o protokolima i1 procedurama ovog istrazivanja, te su prije
uzorkovanja potpisali informirani pristanak. Ispitanici su podijeljeni u 4 skupine kako bi se

ispitali razli¢iti uvjeti pripreme izolata.

3.3. Materijali

3.3.1. Uzorci ispitanika

Krv je uzorkovana ujutro prema uputama proizvodaca (15) iz antekubitalne vene u dvije
epruvete: BD Vacutainer CPT za izolaciju mononuklearnih stanica s gradijentom fikola, gel
separatorom i natrijevim-citratom kao antikoagulansom (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
New Jersey, SAD) i Ks3-EDTA epruveta za odredivanje broja stanica pune krvi i evaluaciju
uspjesnosti izolacije PBMC (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, SAD). Svaka

epruveta je adekvatno oznacena.
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3.3.2. Priprava fosfatnog pufera (engl. phosphate buffer saline, PBS)
Za ispiranje stanica nakon izolacije koristen je fosfatni pufer koji je prireden kao otopina
137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.8 mM KH2PO4, 10 mM NazHPO4 u 1L destilirane vode.

3.4. Metode

3.4.1. Odredivanje broja stanica u punoj krvi
Ukupan broj leukocita i trombocita te diferencijalna krvna slika za dobivanje apsolutnog
broja mononukleara iz pune krvi su odredeni iz K3-EDTA epruvete na hematoloSkom brojacu

Sysmex XN 2000 (Sysmex, Kobe, Japan) u ,,Whole blood* analitickom modulu.

3.4.2. Centrifugiranje krvi — optimizacija izolacije PBMC-a
Za centrifugiranje se koristila Sigma 3-16 PK centrifuga (Sigma Centrifuges, Newton,
UK). Epruvete BD Vacutainer CPT za izolaciju PBMC centrifugirale su se pod 4 razli¢ita uvjeta

(razlicita brzina i vrijeme centrifugiranja) (Tablica 1.).

Tablica 1. Uvjeti centrifugiranja izolacijskih epruveta — optimizacija izolacije PBMC-a.

Uvjet Dobrovoljci (redni broj)
1 20 min, 1600 RCF 1-10

2 20 min, 1800 RCF 11-20

3 30 min, 1600 RCF 31-40

4 30 min, 1800 RCF 21-30

Centrifugiranje se provelo unutar 2 sata od uzorkovanja krvi na sobnoj temperaturi.

3.4.3. lIzolacija PBMC-a

Nakon centrifugiranja stanice su bile rasporedene u nekoliko slojeva, a mononuklearne
su se stanice nalazile u sloju iznad gela i ispod sloja plazme (Slika 2.). Na epruveti se oznacilo
mjesto koje odgovara polovici volumena ukupne tekucine iznad gela i Pasteurovom pipetom se
uklonila gornja polovica volumena tekucine iznad gela koja se zatim odbacila. Pasteurovom se

pipetom prikupio preostali dio tekucine iznad gela (bez dodirivanja ruba gela) u kojem su se
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nalazile mononuklearne stanice i tekucina se prenijela u Cistu oznacenu epruvetu s konusnim

dnom.
Nakon izolacije slijedilo je ispiranje u 10 ml PBS-a te centrifugiranje 15 minuta na 300

RCF (engl. relative centrifugal force, RCF). Zatim se uklonio supernatant, a talog u kojem su

stanice resuspendirao se u 1l ml PBS-a.

[ = Plazma

C—— ——=— Mononukleari

Gel

bariiera<j:| :D;—- Gel barijera

::> Eritrociti 1
granulociti

T

Prije centrifugiranja Poslije centrifugiranja

Slika 2. Epruveta za izolaciju stanica prije i poslije centrifugiranja. Sliku izradila autorica.

3.4.4. Odredivanje broja PBMC u izolatu
Ukupan broj leukocita i trombocita, te diferencijalna krvna slika za dobivanje

apsolutnog broja mononukleara iz prethodno dobivenih izolata su odredeni na hematoloskom

brojacu Sysmex XN 2000 (Sysmex, Kobe, Japan) u ,,Body Fluid* analitickom modulu.
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3.5. StatistiCke metode

Numericki podaci opisani su aritmetickom sredinom, standardnom devijacijom i
koeficijentom varijacije. Izrauni su se proveli primjenom racunalnog programa Microsoft
Office Excel 2007 (Redmond, WA, SAD). Znacajnost utjecaja duljine centrifugiranja (t) i
brzine centrifugiranja (RCF) na broj stanica i iskoriStenje izolacije stanica (%) izracunata je
dvofaktorskim ANOVA testom u statistickom programu STATISTICA - data analysis software
system (inacica 7.0. StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD) (16).

10
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4. REZULTATI

Iz svakog uzorka odredivala se kompletna krvna slika koja je sluzila za evaluaciju
izolacije mononuklearnih stanica. Dobivena koncentracija leukocita, limfocita, monocita i
trombocita pomnozila se sa volumenom epruvete (4 ml) kako bi se dobio apsolutni broj stanica

u punoj Krvi.
C stanica,puna krv X 4 ml = apsolutni broj stanica (puna krv)/L 1)

Za svaki uzorak iz dobivene koncentracije stanica u izolatu racunao se apsolutni broj
stanica koji se nalazi u izolatu na nacin da se koncentracija stanica u izolatu pomnozila sa

volumenom u kojem su stanice resuspendirane (Iml PBS-a).
C stanica,izolat X 1 ml = apsolutni broj stanica (izolat)/L 2

Zatim se iz apsolutnog broja stanica u izolatu izraunala aritmeticka sredina, standardna

devijacija i koeficijent varijacije za svaki uvjet posebno.

4.1. Srednje vrijednosti apsolutnog broja stanica u izolatu
Na Slikama 3. — 6. prikazane su aritmeticke sredine i standardne devijacije apsolutnog

broja stanica leukocita, limfocita, monocita i trombocita za svaki uvjet.

Na Slici 3. prikazane su aritmeticke sredine apsolutnog broja leukocita u izolatu.
Najveca aritmeti¢ka sredina (+ standardna devijacija) izoliranih leukocita je na uvjetu broj 3
(30 minuta centrifugiranja na 1600 RCF) i ona iznosi 1,16 + 0,6 x 10%/L. Najmanja aritmeticka
sredina (+ standardna devijacija) izoliranih leukocita je na uvjetu broj 1 (20 minuta
centrifugiranja na 1600 RCF) i ona iznosi 0,29 + 0,4 x 10/L.

Na Slici 4. prikazane su aritmeticke sredine apsolutnog broja limfocita u izolatu.
Najveca aritmeticka sredina (+ standardna devijacija) izoliranih limfocita je na uvjetu broj 4
(30min, 1800 RCF) i iznosi 0,85 + 0,8 x 10%/L. Najmanja je aritmeticka sredina (+ standardna
devijacija) izoliranih leukocita pod uvjetom broj 1 (20 min, 1600 RCF) i iznosi 0,25 £ 0,3 x
10/L.

11
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Leukociti u izolatu (108/L)
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Slika 3. Aritmetic¢ke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

apsolutnog broja leukocita u izolatu.

Limfociti u izolatu (106/L)
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Slika 4. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)
apsolutnog broja limfocita u izolatu.
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Monociti u izolatu (109/L)
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Slika 5. Aritmetic¢ke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

apsolutnog broja monocita u izolatu.

Na Slici 5. prikazana je aritmeti¢ka sredina (+ standardna devijacija) apsolutnog broja
monocita u izolatu za sva 4 uvjeta. Ona je najveca pod uvjetom broj 3 (30 min, 1600 RCF) i
iznosi 0,27 + 0,2 x 10%L, dok je najmanja aritmeti¢ka sredina (+ standardna devijacija)
dobivena pod uvjetom broj 1 (20 min, 1600 RCF) i iznosi 0,06 + 0,1 x 10°/L.
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Trombociti u izolatu (106/L)
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Slika 6. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

apsolutnog broja trombocita u izolatu.

Na Slici 6. prikazana je aritmeti¢ka sredina (x standardna devijacija) apsolutnog broja
trombocita u izolatu, tj. prikazano je oneciS¢enje izolata. Ono je najvece pod uvjetom broj 2 (20
min, 1800 RCF) i iznosi 26,1 + 22,3 x 10%/L, a najmanje je pod uvjetom broj 3 (30 min, 1600
RCF) i iznosi 11,3 + 9 x 10°/L.

U Tablici 2. prikazani su koeficijenti varijacija (CV, %) za leukocite, limfocite,
monocite i trombocite po sva 4 uvjeta. Varijabilnost apsolutnog broja stanica u izolatu najveca
je zauvjet broj 1 (20 min, 1600 RCF) i iznosi 130,6 % za leukocite, 135,3 % za limfocite, 138,7
% za monocite i 190 % za trombocite.

Tablica 2. Koeficijent varijacije (CV, %) za broj stanica u izolatu.

Uvjet CV-leukociti | CV-limfociti CV-monociti CV-trombociti
(%) (%) (%) (%)

20 min, 1600 RCF 130,6 135,3 138,7 190

20 min, 1800 RCF 84,6 79,8 127,6 85,5

30 min, 1600 RCF 47,8 46,9 61,2 79,9

30 min, 1800 RCF 92,5 95,6 106,2 83,5
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4.2. IskoriStenje izoliranih stanica

Iz apsolutnog broja stanica leukocita, limfocita, monocita i trombocite u punoj krvi, te
iz apsolutnog broja tih stanica u izolatu izracunao se postotak izoliranih stanica na nac¢in da se
apsolutni broj stanica u izolatu podijeli s apsolutnim brojem stanica u punoj krvi te dobiveni

broj pomnozi sa 100.

apsolutni broj stanica (izolat)

X 100 = iskoriStenje stanica (%) (3)

apsolutni broj stanica (puna krv)

Na taj nacin izraCunalo se iskoriStenje leukocita, limfocita i monocita za svakog
ispitanika po svakom uvjetu. Iz dobivenih postotaka racunala se aritmeticka sredina, standardna
devijacija i koeficijent varijacije. Slike 7. — 10. prikazuju iskori$tenje izoliranih stanica po

svakom uvjetu.

Leukociti iskoriStenje (%)
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Slika 7. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

iskoristenja leukocita u izolatu.

Na Slici 7. vidljivo je najvece iskoristenje leukocita dobiveno izolacijom stanica pod
uvjetom broj 4 (30 min, 1800 RCF) i iznosi 3,51 % (£ 2,46 %), dok je najmanje iskoriStenje
pod uvjetom broj 1 (20 min, 1600 RCF) i iznosi 1,03 % (+ 1,55 %).
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Limfociti iskoriStenje (%)
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Slika 8. Aritmetic¢ke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

iskoristenja limfocita u izolatu.

Slika 8. prikazuje iskoristenje limfocita koje je najvece pod uvjetom broj 4 (30 min,
1800 RCF) i iznosi 8,06 % (£ 5,84 %), a najmanje je pod uvjetom broj 1 (20 min, 1600 RCF) i
iznosi 2,19 % ( * 3,15 %).

Slika 9. prikazuje iskori$tenje monocita koje je najveée pod uvjetom broj 3 (30 min,
1600 RCF ) i iznosi 8,24 % (x 3,72 %), a najmanje je za uvjet broj 1 (20 min, 1600 RCF) i
iznosi 1,53 % (% 2,45 %).
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Monociti iskoriStenje (%)
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Slika 9. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

iskoristenja monocita u izolatu.

Na Slici 10. vidljivo je iskoriStenje trombocita, tj. one¢iSéenje izolata. Najvece je za
uvjet broj 2 (20 min, 1800 RCF) i iznosi 2,56 % ( £ 2 %), a najmanje je za uvjet broj 3 (30 min,
1600 RCF) i iznosi 0,96 % (£ 0,62 %).
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Iskoristenje (%)
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Slika 10. Aritmetic¢ke sredine (stupcCasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

iskoriStenja trombocita u izolatu.

Izracunat je i koeficijent varijacije (CV, %) za % izoliranih stanica leukocita, limfocita,

monocita i trombocita za sva Cetiri uvjeta. Varijabilnost iskoriStenja stanica u izolatu najveca
je za uvjet broj 1 (20 min, 1600 RCF) i iznosi 149,61 % za leukocite, 143,89 % za limfocite,
160,20 % za monocite i 175,51 % za trombocite (Tablica 3.).

Tablica 3. Koeficijent varijacije (CV, %) za % izoliranih stanica.

Uvjet CV-leukociti | CV-limfociti CV-monociti CV-trombociti
(%) (%) (%) (%)

20 min, 1600 RCF 149,61 143,89 160,20 175,51

20 min, 1800 RCF 83,48 92,53 118,48 78,04

30 min, 1600 RCF 33,55 40,72 45,11 64,54

30 min, 1800 RCF 70,14 72,40 77,95 80,48
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4.3. Utjecaj promjenjivih parametara na broj stanica u izolatu i % iskoriStenja izolacije
Dvofaktorskim ANOVA testom izraCunata je znacajnost utjecaja duljine centrifugiranja

t) i brzine centrifugiranja (RCF) na broj (Tablica 4.) i iskoriStenje izolacije (%) stanica (Tablica
(t) giranja (RCF) j ( ) j je (%) (

5.).

Tablica 4. Utjecaj duljine (t) i brzine (RCF) centrifugiranja na broj izoliranih stanica

Ukupni leukociti Limfociti Monociti Trombociti
Utjecaj (*10%/L), p (*10%/L), p (*10%/L), p (*10%/L), p
RCF
(9) 0,402 0,360 0,904 0,531
t (min) 0,008 0,010 0,035 0,125

Iz Tablice 4. je vidljivo da brzina centrifugiranja ne utjeCe znacajno na broj izoliranih

stanica, dok vrijeme centrifugiranja utjeCe znacajno na ukupan broj leukocita (p = 0,008), broj
limfocita (p = 0,010) i broj monocita (p = 0,035). Iz Tablice 4. je takoder vidljivo da duljina i

brzina centrifugiranja ne utjecu znacajno na broj trombocita, tj. na oneciS¢enje uzorka (p >

0,05).

Tablica 5. Utjecaj duljine (t) i brzine (RCF) centrifugiranja na % iskoriStenja izolacije

Ukupni leukociti Limfociti Monociti Trombociti
Utjecaj (%) (%) (%) (%)
RCF (9) 0,100 0,099 0,216 0,269
t (min) 0,021 0,024 0,032 0,087

Iz Tablice 5. je vidljivo da brzina centrifugiranja ne utjeCe znacajno na % izoliranih
stanica, dok vrijeme centrifugiranja utjeCe znacajno na % izoliranih leukocita (p = 0,021),
limfocita (p = 0,024) i monocita (p = 0,032). 1z Tablice 5. je takoder vidljivo da duljina i brzina
centrifugiranja ne utjecu znacajno na % izoliranih trombocita, tj. na oneciS¢enje uzorka (p >

0,05).
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju odredeni su optimalni uvjeti za izolaciju mononuklearnih stanica.
Parametri koji su se ispitivali su duljina centrifugiranja i broj okretaja pod Cetiri razlicita uvjeta:
20 min na 1600 RCF, 20 min na 1800 RCF, 30 min na 1600 RCF i 30 min na 1800 RCF.
Uobic¢ajena procjena izolacijskog protokola PBMC ukljucuje prac¢enje iskoristenja i ¢istoce. Do
neke mjere onecis¢enje se moze odrediti vizualno jer ¢e kontaminacija eritrocita zacrveniti sloj
PBMC-a nastao nakon centrifugiranja (12). IskoriStenje se lako utvrduje bilo ru¢nim ili
automatiziranim brojenjem stanica, a otprilike je jednako izmedu CPT 1 ru¢nih metoda
centrifugiranja u gradijentu fikola (14). Iskoristenje leukocita i limfocita najveée je pri
centrifugiranju 30 minuta na 1800 RCF, a za monocite je najvece pri centrifugiranju 30 minuta
na 1600 RCF. OneciS¢enje izolata frakcijom trombocita najmanje je pri centrifugiranju 30
minuta na 1600 RCF. OneciS¢enje trombocitima je najvece pri centrifugiranju 20 minuta na
1800 RCF.

Brzina centrifugiranja ne utjeCe znacajno na broj izoliranih stanica i njihovo
iskoristenje, dok vrijeme centrifugiranja utjece znacajno na ukupan broj leukocita (p = 0,008),
broj limfocita (p = 0,010) i broj monocita (p = 0,035). Takoder vrijeme centrifugiranja utjece
na % izoliranih stanica leukocita (p = 0,021), limfocita (p = 0,024) i monocita (p = 0,032).
Duljina i brzina centrifugiranja ne utje¢u znacajno na broj trombocita i % izoliranih trombocita,
tj. na oneciséenje uzorka (p > 0,05).

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je izolacija mononukleara optimizirana na 30
minuta centrifugiranja koje zna€ajno utjece na broj 1 iskoriStenje izoliranih stanica. Izolacija je
optimizirana na brzini od 1600 RCF jer je na taj nacin smanjena kontaminacija izolata
mononuklearnih stanica ostalim krvnim frakcijama (npr. trombociti).

Nedostaci ovog istrazivanja su mali broj uzoraka po skupini, tj. uvjetu izolacije.
Istrazivanje bi se moglo poboljSati dodavanjem parametara koji bi se promatrali i ¢ijom bi se
optimizacijom smanjilo oneciS¢enje izolata ostalim stani¢nim frakcijama, kao $to je npr.
ispiranje u PBS-u nakon pipetiranja stanica iz epruvete s fikolom (nakon postupka izolacije).

Izoliranje stanica centrifugiranjem u gradijentu gustoce nije najbolji nacin izoliranja
stanica, ima ogranicenu specificnost i malu €istocu, ali se Cesto koristi jer je jeftina tehnika.
FACS ima nekoliko prednosti u odnosu na odvajanje stanica centrifugiranjem u gradijentu
gustoce, ukljucujuci sposobnost odvajanja pojedinacnih stanica, izolacije stanica na temelju

unutarstani¢nih markera, izolacije stanica na temelju razine ekspresije povrsinskih markera, te
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odvaja sloZene vrste stanica s vise markera (9). FACS je bolja metoda izolacije, ali je skupa i
nije dostupna svima.

Mononuklearne stanice su vazne u obrani organizma, a njihov unutarstani¢ni sastav
bitan je za detekciju biomarkera (specifi¢nih tumorskih produkata) u tjelesnim tekuéinama,
najces¢e u serumu i plazmi. Otkrivanje tumorskih produkata upucuje na tumorske stanice u
organizmu. Biokemijski pokazatelji koje nalazimo unutar mononuklearnih stanica su rani
dijagnosticki pokazatelj malignih bolesti te su stoga kandidati za tumorske markere. Poznavanje
optimalnih uvjeta za izolaciju mononuklearnih stanica iz periferne krvi ¢ini vazan preduvjet
pripravljanje pripravaka PBMC-a §to vece Cistoce koji ¢e se Koristiti za razli¢ite in vitro testove

te omoguciti brzu i to¢niju dijagnostiku malignih bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

Brzina centrifugiranja ne utjeCe znacajno na broj izoliranih stanica i njihovo
iskoriStenje, dok vrijeme centrifugiranja utjece znacajno na ukupan broj leukocita, broj
limfocita i broj monocita. Takoder vrijeme centrifugiranja utjeCe znacajno na %
izoliranih stanica leukocita, limfocita i monocita.

Duljina i brzina centrifugiranja ne utje¢u znacajno na broj trombocita i % izoliranih
trombocita, tj. na oneciS¢enje uzorka.

Izolacija mononukleara optimizirana je na 30 minuta centrifugiranja pri 1600 RCF jer
je pri tim uvjetima najvece iskoristenje PBMC-a i smanjena je kontaminacija izolata

mononuklearnih stanica ostalim krvnim frakcijama.
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7. SAZETAK
Cilj istrazivanja: Optimizacija izolacije PBMC-a u svrhu postizanja $to veceg iskoriStenja i

Cistoce pripravaka

Nacrt studije: Ova klinicka opservacijska studija dio je Sireg projekta optimizacije validacije

kandidata za tumorske biljege karcinoma pluc¢a ne-malih stanica.

Materijali i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 40 ispitanika koji su bili podijeljeni u 4
skupine kako bi se ispitali razli¢iti uvjeti pripreme izolata. Krv se uzorkovala u dvije epruvete;
za izolaciju PBMC-a (komercijalna epruveta s gradijentom fikola) i za evaluaciju uspjeSnosti
izolacije PBMC-a (epruveta s Ks-EDTA). Parametri koji su ispitivani su duljina centrifugiranja
i broj okretaja. Brojanjem stanica na hematoloskom brojacu utvrdeni su optimalni uvjeti za

izolaciju PBMC-a.

Rezultati: Brzina centrifugiranja ne utjeCe znacajno na broj izoliranih stanica i njihovo
iskoristenje, dok vrijeme centrifugiranja utjeCe znacajno na ukupan broj leukocita, limfocita i
monocita. Takoder vrijeme centrifugiranja utjee znacajno na % izoliranih stanica leukocita,
limfocita i monocita. Duljina i brzina centrifugiranja ne utjecu na broj trombocita i % izoliranih
trombocita.

Zakljuéak: Izolacija mononukleara optimizirana je na 30 minuta centrifugiranja pri 1600 RCF
jer je pri tim uvjetima najvece iskoriStenje PBMC-a i smanjena je kontaminacija izolata

mononuklearnih stanica ostalim krvnim frakcijama.

Kljuéne rije€i: centrifuga; hematoloski brojac; izolacija; mononuklearne stanice; optimizacija
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8. SUMMARY

Optimization of peripheral mononuclear blood cells isolation

Objectives: The aim of this research is to optimize the isolation of PBMCs in order to

maximize the yield and purity of the preparations

Study design: This clinical observational study is part of a wider project. The goal of that

project is to optimize the validation of candidates for non-small cell lung cancer tumor markers.

Materials and methods: The study involved 40 subjects (healthy volunteers) who were divided
into 4 groups to examine different conditions of isolate preparation. Blood was sampled in two
tubes; for PBMC isolation (a commercial Ficoll gradient tube) and for PBMC isolation
performance evaluation (a Ks-EDTA tube). The examined parameters were the centrifugation
length and the relative centrifugal force. Optimal conditions for the isolation of PBMC are
determined by counting cells in a hematology counter.

Results: Centrifugation speed does not affect the number of cells isolated and their utilization,
while centrifugation time significantly affects the total number of leukocytes, lymphocytes and
monocytes. Also, centrifugation time affects on % of isolated cells of leukocytes, lymphocytes
and monocytes. The length and speed of the centrifugation do not affect the platelet count and

% of platelets isolated.

Conclusion: Mononuclear cells isolation is optimized at 30 minutes of centrifugation at 1600
RCF because under these conditions the highest utilization of PBMCs was obtained and the

contamination of the mononuclear cell isolate by other blood fractions was reduced.

Keywords: centrifuge; hematology counter; isolation; mononuclear cells; optimization
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