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Popis kratica

NK stanice — prirodnoubilacke stanice (engl. Natural killer cells)
NSE — neuron specifi¢na enolaza

LDH - laktat dehidrogenaza

Fe — zeljezo

Fe?* - zeljezov (ll) ion

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (eng. Reactive oxygen species)
Fe>0O3 X 9H20 - Zzeljezov (I11) oksid nonahidrat

SCLC — karcinom pluc¢a malih stanica (eng. Small cell lung carcinoma)
DNK — deoksiribonukleinska kiselina

RNK — ribonuklearinska Kiselina

F/T — pothladivanje i zagrijavanje (engl. freezing and thawing)
OH" — hidroksilni ion

NaOH — natrijev hidroksid

SDS — natrijev dodecil sulfat

K3-EDTA — trikalij — etilendiamintetraoctena  kiselina  (engl.

ethylenediaminotetraacetic acid)

Okr/min — okretaji po minuti

NAD" — nikotinamid adenin dinukleotid, oksidirani oblik

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid, reducirani oblik

PBS — fosfatom puferirana otopina soli (engl. phosphate buffered saline)
NaCl — natrijev Kklorid

KCI — kalijev klorid

KH2PO4 — kalijev dihidrogenfosfat

tripotassium



NaHPO — dinatrijev hidrogenfosfat
ANOVA — analiza varijance (engl. Analysis of mean using variance)

PBMC — mononuklearne stanice periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells)



uvoD

1. UvOD

1.1 Mononuklearne stanice

Leukociti su bijele krvne stanice, pokretne jedinice imunoloskog sustava u tijelu.
Krvlju se prenose u podru¢ja zahvaéena upalom, ¢ime je osigurana brza i snaZna obrana
organizma od djelovanja stranih tvari. Zadace imunoreakcije koju pokre¢e imunosni sustav

jesu obrana od infekcije, obrana od tumora te odrzavanje antigenske i genske homeostaze (1).

Odrasla osoba ima oko 7 x 10° (2) leukocita u krvi, a vrste su leukocita
polimorfonuklearni  (granulocitni) neutrofili, eozinofili i bazofili te mononukleari
(agranulociti). Mononuklearima pripada nekoliko klasa imunoloskih stanica, ukljucuju¢i T
limfocite, B limfocite, monocite, dendriti¢ke stanice i prirodnoubilacke stanice (engl. natural
killer cells, NK stanice) (1, 2, 3). Udio pojedinih vrsta mononuklearnih stanica u njihovom

ukupnom broju graficki je prikazan na Slici 1.

mLimfocitiT mLimfocitiB  mMonociti  mDendriti¢ke stanice  mNK stanice

Slika 1. Udio vrsta mononuklearnih stanica u njihovom ukupnom broju. (Graficki prikaz

izradila autorica prema podacima iz ¢lanka autora Sen P. i sur. (3)).

1.1.1. Limfociti

Limfociti su osnovni nositelji svih vrsta imunosti, a razlikujemo dvije linije limfocita:
limfocite T, koji sudjeluju u stani¢noj imunosti, i limfocite B, koji sudjeluju u humoralnoj
imunosti (2). Vrste su limfocita T: pomagacke T stanice, citotoksi¢ne T stanice ili NK stanice
i supresijske T stanice. Pomagacke T stanice najbrojnije su te ¢ine ¥ ukupnog broja limfocita
(1). Djeluju kao glavni regulatori gotovo svih imunoloSkih funkcija stvarajuci razlidite

proteinske medijatore, poti¢u rast i proliferaciju citotoksi¢nih i supresijskih T stanica te

1
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aktiviraju makrofage u cijelom organizmu. NK stanice izravno napadaju i uniStavaju
mikroorganizme, stanice raka, stanice presadenog organa ili druge vrste organizmu stranih
stanica, a ako je potrebno, i stanice vlastitog organizma (4). Receptorske im bjelanc¢evine
omogucuju da se ¢vrsto vezu sa specificnim antigenima napadnute stanice, a nakon vezivanja
izluCuju bjelanéevine koje stvaraju pore kroz koje ¢e otpustiti citotoksi¢ne tvari. Supresijske
stanice mogu potisnuti funkciju citotoksi¢nih i pomagackih T stanica i tako reguliraju
intenzitet imunoloske reakcije (1, 3, 4).

Specifi¢na je znacajka limfocita B sudjelovanje u humoralnoj imunosti izlu¢ivanjem
protutijela. Protutijela nastaju nakon $to makrofagi u limfaticnome tkivu fagocitiraju antigen i
predo¢e ga limfocitima B, ali i pomagackim limfocitima T koji zajedno s makrofagima
nastavljaju aktivaciju limfocita B. Aktivirani limfociti B specifi¢ni za antigen povecaju
volumen i poprime izgled limfoblasta od kojih se neki diferenciraju u plazma-stanice. U
plazma-stanicama se povecavaju koli¢ina citoplazme i proliferacijska sposobnost u hrapavom
endoplazmatskom  retikulu. Zrele plazma-stanice proizvode oko 2000 molekula
gamaglobulinskih protutijela u sekundi koja se limfom izlu¢uju u krvotok. Proces se nastavlja

dok plazma-stanice ne propadnu (1).

1.1.2. Monociti

Monociti su mononuklearne stanice koje uklanjaju bakterije, viruse i druge Stetne
agense. Krvni su monociti nezrele stanice koje u cirkulaciji imaju malu mo¢ suprotstavljanja
antigenu, ali nakon S§to udu u tkiva, stvaraju velik broj lizosoma zbog kojih povecavaju
volumen. Takve imunoloski reaktivne stanice nazivamo makrofagima. Kroz tkivo se krecu
ameboidnim gibanjem uzrokovanim kemotaksijom zbog bakterijskih toksina, degenerativnih

proizvoda upaljenog tkiva i kompleksa komplementa (1).

1.2. Tumorski biljezi

Rak je zajednicki pojam za sve zlo¢udne tumore. Diljem svijeta najces¢i je
javnozdravstveni problem, a prema podacima Hrvatskog zdravstvenog ljetopisa, drugi je
najée$¢i uzrok smrtnosti (24,68 %) u Republici Hrvatskoj, odmah poslije bolesti
kardiovaskularnog sustava (50,26 %) (5, 6). Za lijecenje zlo¢udnih bolesti od presudnog je
znacenja njihovo §to ranije otkrivanje, ali jo$ uvijek ne postoji dijagnosti¢ka pretraga koja bi

jasno i dovoljno rano nedvosmisleno pokazala boluje li neka osoba od zlo¢udne bolesti (6).

U laboratorijskoj dijagnostici za pracenje i otkrivanje zlo¢udnih tumora koriste se

tumorski biljezi, tumorski markeri ili biomarkeri. To su spojevi koje najcesce sintetiziraju
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tumorske stanice, a njihova prisutnost ili povecanje koncentracije u serumu upucuju na
prisutnost zlo¢udnog tumora. Najcesce su niskoosjetljivi i nespecifi¢ni, imaju nisku pozitivnu
I negativnu prediktivnu vrijednost, nisu specifi¢ni za pojedini organ ni za pojedinu malignu
bolest, a sintetiziraju ih i zdrave tjelesne stanice (5). Kriteriji koje odredeni tumorski biljeg
mora zadovoljiti kako bi se koristio u klini¢koj praksi jesu 95 %-tna specifi¢nost, najmanje 50
%-tna osjetljivost, optimalna pozitivna i negativna prediktivna vrijednost i korelacija s

tumorskom masom (6).

Najucestalija je klini¢ka primjena tumorskih biljega pracenje uspjeSnosti terapije i
povratka bolesti kod zlo¢udnih stanja (6). Za potrebe ove studije koristit ¢e se tri biomarkera:
feritin, neuron specifi¢na enolaza (NSE) i laktat dehidrogenza (LDH).

Feritin je skladi$ni protein ¢ija je uloga pohrana unutarstanicnog zeljeza (Fe). Molarna
je masa feritina 450 kDa, a feritinski kompleks tvore 24 proteinske podjedinice koje formiraju
sferi¢no simetri¢nu proteinsku ljusku. Feritinski kompleks stvara osam hidrofilnih kanala koji
sluze kao ulazna mijesta za dvovalentno Zeljezo (Fe®'). Centar za feroksidazu Katalizira
oksidaciju Fe** koje se posljedi¢no talozi u feritinskoj Supljini kao mineralizirani Zeljezov
(11) oksid nonahidrat (Fe2O3 x 9H20) s tragovima fosfora i dusika. Ova antioksidacijska
aktivnost trosi Fe?" i perokside te time sprjecava stvaranje toksi¢nih reaktivnih kisikovih
spojeva (ROS, eng. Reactive oxygen species) u Fentonovoj reakciji koji uzrokuju lipidnu
peroksidaciju, lom DNK-a i druge forme stani¢nog osteé¢enja (7). Zahvaljuju¢i unutra$njem
praznom prostoru, feritin moze pohraniti do 4500 atoma Fe u sigurnom, topljivom i
biodostupnom obliku (8). Izvor serumskog feritina jo§ je uvijek nejasan, no smatra se da
serumski feritin primarno nastaje iz makrofaga. Feritin iz makrofaga povezanih s tumorom
vazan je u mikrookoliSu tumora i u biologiji raka jer sudjeluje u promociji rasta tumora
osiguravanjem Fe tumorskim stanicama zajedno s Fe oslobodenim iz eritrocita i mrtvih
tumorskih stanica. Visoka ekspresija feritina u makrofazima povezanim s tumorom Stiti
stanice raka od proizvodnje ROS-a uzrokovanih Fe, ¢ime se povecava njihova otpornost na
kemoterapiju (7). Manjak feritina upucuje na anemiju uzrokovanu nedostatkom zeljeza ili
neposrednu flebotomiju. Nasuprot tome, visa razina serumskog feritina prisutna je kod
pacijenata s Hodgkinovim limfomom, hepatocelularnim karcinomom, neuroblastomom,
glioblastomom, rakom dojke, karcinomom plocastih stanica glave i vrata, rakom gusSterace,
karcinomom bubreznih stanica, melanomom, rakom plu¢a ne-malih stanica (SCLC) te

tijekom kroni¢ne i akutne upale u drugim bolestima. PoviSenje feritina Cesto je povezano s
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progresivnom bolesti i kratkim prezivljenjem (7, 8). Referentne su vrijednosti za muskarce od
30 do 400 pug/L, a za zene 13 do 150 pg/L (9).

Enolaza ili fosfopiruvat-hidrataza glikoliticki je enzim (10). Katalizira reakciju
dehidratacije 2-fosfo-D-glicerata u fosfoenolpiruvat u ciklusu glikolize i obrnutu reakciju,
hidrataciju fosfoenolpiruvata u 2-fosfo-D-glicerat u ciklusu glukoneogeneze (11). Postoji pet
izoenzima enolaze koji su gradeni od kombinacije triju podjedinica — a, B i y. NSE, takoder
poznat kao i y-enolaza, jest neuro- i neuroendokrino specifi¢ni izoenzim enolaze, graden od
triju y podjedinica (10). Molekularna masa NSE-a iznosi oko 87 kDa, a graden je od dvaju
gotovo identi¢nih polipeptidnih lanaca (dimer enzima enolaze) (6). Sintetiziran je u
centralnim i perifernim neuronima te neuroendokrinim stanicama, ali se moze naci i u
plazma-stanicama, eritrocitima i trombocitima (12). Koncentracije NSE-a do 16,3 pg/L
smatraju se referentnima (5). Povisena se koncentracija NSE-a moze detektirati pri
patoloskim promjenama u tumorima neuralnog i neuroendokrinog podrijetla, kao §to su
neuroblastom, feokromocitom, medularni karcinom S§titnja¢e, melanom, endokrini tumor
gusterace, SCLC itd. (5, 10). Odredivanje NSE-a znacajno je pri diferencijalnoj dijagnozi
izmedu SCLC-a i ostalih histoloskih tipova te vrste raka i pracenju stanja oboljelih od
karcinoma pluca (5). NSE je povecan kod 70 — 80 % bolesnika sa SCLC-om te samo kod 17
% bolesnika s karcinomom plu¢a druge histoloske grade. Iako je povecana razina NSE-a
dijagnosticki vazna kod zlocudnih oboljenja plu¢a, NSE nema odgovarajucu specifi¢nost 1

osjetljivost da bi se koristio u probiru opée populacije (6, 13).

LDH je glikoliticki enzim koji se nalazi u vecini tkiva i organa (14). To je ubikvitarni
enzim koji je prisutan u veéim koncentracijama u jetri, bubregu, miokardu, skeletnim
misi¢ima, gusteraci, plu¢ima, limfnim ¢vorovima, trombocitima, leukocitima i eritrocitima
(15). Aktivni je oblik LDH-a homo- ili heterotetramer sastavljen od dvaju tipova podjedinica
s molekularnom masom priblizno 35 000 Da (14). Pet razli¢itih izoenzima molekule LDH
kombinacija su dviju podjedinica — LDH-H i LDH-M; LDH-1 (¢etiri H monomera), LDH-2
(H3M1), LDH-3 (H2M2), LDH-4 (H3M1), LDH-5 (M4) (5). Svaka podjedinica odreduje
metaboli¢ke karakteristike proteina: M podjedinica nalazi se u tkivima u kojima se dogada
anaerobni metabolizam (skeletni mi$i¢i), a H podjedinica uglavnom u tkivima s aerobnim
neovisno o spolu, iznosi od 103 do 241 U/L (5). LDH je klini¢ki koristan kao indikator
progresije tumora u uznapredovalom stadiju bolesti, unato¢ nespecificnosti i lazno pozitivnim

vrijednostima (5). ObiljeZje je vecine stanica raka poremecaj metabolizma, $to dovodi do puta
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aerobne glikolize s proizvodnjom laktata, uz vecu apsorpciju glukoze kao glavnog izvora
energije. Utvrdeno je da laktat potiCe interakcije izmedu Stanica raka i stromalnih stanica
utjecuci na motilitet stanica, podrzavajuéi angiogenezu i metastaze, a glavi je izvor energije za
proliferaciju stanica (15, 16). Povisena razina aktivnosti LDH-a prisutna je kod bolesnika s
melanomom, karcinomom bubrega, Hodgkinovim limfomom, ne-Hodgkinovim limfomom,

multiplim mijelomom, SCLC-om, nazofaringealnim karcinomom, rakom debelog crijeva itd.

(5).

1.3. Stani¢na liza

Liza stanice ili raspad stanice laboratorijski je postupak ¢ija je svrha izolacija
unutarstani¢nih  komponenti perforacijom staniéne membrane. Stani¢na je membrana
semipermeabilni fosfolipidni dvosloj koji stvara barijeru izmedu unutarstanicnog i
izvanstani¢nog prostora (17). Pucanjem stani¢ne membrane oslobada se intracelularni sadrzaj
koji nazivamo izoliranim materijalom ili stani¢nim lizatom. U stani¢énom lizatu nalaze se
bioloske molekule kao $to su plazmidi, proteini, stani¢ni organeli, deoksiribonukleinska
kiselina (DNK), ribonuklearnika kiselina (RNK) itd. (17, 18).

Primjene su stani¢nog lizata za laboratorijsku analizu visestruke. Izolirani materijal
vazno je analiti¢ko ishodiste za molekularnu dijagnostiku patogena, enzimske imunopretrage,
proces purifikacije proteina, dijagnostiku karcinoma, skrining lijekova, Citanje transkripta
MRNK-a, analizu grade proteina, lipida i nukleinskih kiselina (18). Isto tako, stani¢ni lizat
ima Klju¢nu ulogu u kontekstu bioinzenjerstva i biomedicine za proizvodnju hormona, cjepiva
i monoklonskih protutijela iz biofarmaceutskih proizvoda kao $to su gljive, bakterije ili
sisavci (17, 19).

Tijekom procesa lize stanica uni$tavanjem stani¢ne membrane nestaju uvjeti koji su
sprjecavali inaktivaciju, denaturaciju i degradaciju intracelularnih proteina, stoga se liza u
dijagnosticke svrhe provodi u puferskoj otopini kako ne bi doslo do odstupanja od fizioloSke
pH-vrijednosti stani¢ne solucije. Vecina poteSkoc¢a nastaje zbog nekontroliranog pucanja
stanica koje rezultira nekontroliranim oslobadanjem cjelokupnog unutarstani¢nog sadrzaja
(17). Kako je liza stanica osjetljiv proces, vazno je odabrati prikladnu metodu kako bi
rezultati analize zahtijevanih biokemijskih parametara iz lizata bili $to tocniji i vjerniji

stvarnom stanju (20).
Cimbenici koji su vazni pri odabiru metode lize jesu:

e vrsta stanice (eukariotska stanica, prokariotska stanica, virusi)

5
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e Kkoraci u proc¢is¢avanju
e ciljne molekule za analizu i

e kvaliteta kona¢nih proizvoda (18, 21)

Postoje razne metode za stani¢nu lizu, a klasificirane su u mehanicke i nemehani¢ke metode,

Sto je detaljnije prikazano na Slici 2 (17, 19, 20).

Metode lize

stanica

Nemehanicka
liza

Mehanicka
liza

Visokotla¢ni

homgenizator

Kugli¢ni mlin
J

Fizikalna Kemijska Bioloska

| | |

FIT
Osmotski Sok
Kavitacije
J

Alkalna

Deterdzenti
J

Enzimska

-

Slika 2: Podjela metoda stani¢ne lize. (Shemu izradila autorica prema slici iz ¢lanka autora
Zhou Y. isur. (21)).

1.3.1. Mehanic¢ka liza

Mehani¢ka liza podrazumijeva dezintegraciju stanicne membrane djelovanjem
vanjskih sila, ponajprije smicajnih (18, 21). Mehanicke se metode Cesto primjenjuju U
laboratorijskoj praksi zbog visoke ucinkovitosti lize, a pripadaju im metode liziranja s
visokotlaénim homogenizatorom, teku¢im dusikom i kugli¢cim mlinom (19, 21). Neke od njih

objaSnjene su u daljnjem tekstu.

Liziranje stanica visokotlachim homogenizatorom najceS¢e se koristi za lizu
mikroorganizama s razvijenom stani¢nom stijenkom (19, 21). U ovoj metodi stani¢na se
suspenzija u instrumentu potiskuje kroz otvor ventila djelovanjem visokog tlaka. Do lize
stanice dolazi zbog velike smicajne sile pri kompresiji koja nastaje tijekom ulaska stanice u
ventil i ekspanziji nakon izlazenja. Ovisno o tipu stanica, potreban je tlak od 15 do 150 MPa,
a cijeli postupak traje izmedu 15 sekundi i 2 minute (21). Postoje 1 ultrazvucni

homogenizatori koji stanice liziraju ultrazvu¢nim valovima, tj. sonifikacijom. Optimalni se

6
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intenzitet ultrazvuka moze postaviti pojedina¢no za svaku tvar i medij, stoga je sonifikacija
vrlo u¢inkovita i pouzdana metoda za lizu stanica. Kako se tijekom ultrazvuéne sonifikacije
temperatura povecava, na uredaju je omoguceno pracenje temperature integriranim

temperaturnim senzorom ili sonifikacijom u pulsnom modu (16).

Kavitacija je vrsta sonokemijske reakcije u kojoj se liza stanica dogada u aktivnim
kavitacijskim podru¢jima u blizini izvora ultrazvuka (20). Kavitacija podrazumijeva
formaciju, rast i brzi kolaps mjehuri¢a u tekuéini koji nastaje promjenom lokalnog tlaka.
Tijekom raspada mjehurica oslobada se velika koli¢ina mehani¢ke energije u obliku vala koja
dezintegrira stanicnu membranu, suspenzija se intenzivno zagrijava ¢ 5000 K), a tlak se
povecéava (1000 atm) (21, 22). Ova je metoda vrlo nestabilna jer i male promjene temperature
ili plina u teku¢em mediju mogu generirati kemijske i fizikalne reakcije promjenom kavitacije
(20). Kako bi se prevladali problemi povezani s ultrazvu¢nom kavitacijom, koristi se
hidrodinamicka kavitacija. Hidrodinamicka kavitacija nastaje pumpanjem suspenzije stanica
kroz suZeni kanal, $to dovodi do povecanja brzine, a postize se Visokotlatnim
homogenizatorom (21). Hidrodinamicke sile koje se stvaraju u homogenizatoru liziraju
stanicnu  membranu, a broj liziranih stanica i1 koncentracija oslobodenih enzima

proporcionalni su ja¢ini hidrodinamickih sila u homogenizatoru (20).

U kugli¢énom mlinu stanice se razbijaju sudaranjem kuglica izradenih od stakla, ¢elika
ili keramike i medija u kojemu se nalaze stanice pri velikoj brzini. Na ovaj postupak utjecu
brojni parametri, poput promjera i gustoée kuglice, koncentracije stanica te brzine mijesanja
uzorka. Manje se kuglice, u rasponu od 0,25 do 0,5 mm, preporucuju za lizu stanica zbog
svoje efikasnosti. lako je djelotvornost kugliénog mlina vrlo visoka, potpunim raspadom
stanica stvaraju se krhotine koje otezavaju proci§¢avanje uzorka i daljnju analizu. Tijekom
sudara kuglica i stanica povisuje se temperatura koja moze razgraditi proteine i nukleinske

kiseline (21).
1.3.2. Nemehanicka liza

Nemehanicka liza moze se razvrstati u tri glavne skupine — fizikalnu, kemijsku i
biolosku — od kojih se svaka dijeli na temelju specificnih tehnika koje se koriste za

dezintegraciju stani¢éne membrane (19, Slika 2.).

Fizikalna liza stanice nekontaktna je metoda raspada stanice koja koristi vanjsko
djelovanje poput topline, tlaka i energije za rupturu stanica. Toplinska liza, kavitacija i

osmotski Sok pripadaju ovoj skupini (18).
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Toplinska liza moze se provesti ponavljanim ciklusima pothladivanja i zagrijavanja
(engl. freezing and thawing, F/T). Pothladivanje stani¢ne suspenzije uzrokuje stvaranje
kristalica leda koji zbog svojih fizikalnih svojstava potice raspad stanice (21). Kristalizacija
vode u ekstracelularnoj tekucini uzrokuje smanjenje volumena tekucine, Sto dovodi do
narusavanja osmolarnosti. Intracelularna tekucina izlazi iz stanice zbog hipertoni¢nosti
izvanstani¢ne otopine, a samim time unistava organele i oblik stanice. Zbog razlicite gustoce
vode i leda prilikom zagrijavanja uzorka stani¢cne membrane stanica lako pucaju i uslijed toga
dolazi do lize stanice (23, 24). lako ova tehnika uzrokuje oStecenja stani¢nih komponenti
osjetljivih na temperaturu, odabrani biokemijski parametri koji se koriste za evaluaciju lize u

ovom istrazivanju ne mijenjaju znacajno svoje karakteristike (19, 21).

Osmotski Sok nastaje ako se koncentracija iona soli izvan stanice naglo promijeni tako
da nastane razlika u koncentraciji izvanstani¢nih i unutarstani¢nih ionskih vrijednosti.
Stani¢na membrana zbog osmoze postaje propusna za vodu, povecava volumen i puca.

Osmotski je Sok pogodan za lizu stanica sisavaca zbog krhke membranske strukture (21).

Tehnike kemijske lize mogu se klasificirati u alkalnu lizu i lizu stanica deterdzentima
(18). U alkalnoj su lizi hidroksilni ioni (OH") glavna komponenta koja se Kkoristi za
dezintegraciju stanicne membrane. Pufer za lizu sastoji se od natrijevog hidroksida (NaOH) i
natrijevog dodecil sulfata (SDS). OH" ion reagira s esterima masnih kiselina i glicerolom iz
fosfolipida te ¢ini staniénu membranu propusnom, a SDS solubilizira proteine i membranu.
Raspon pH od 11,5 do 12,5 pozeljan je za lizu stanica. Sredstva za lizu deterdzenata, koja se
nazivaju i povrsinski aktivna sredstva, mogu poremetiti hidrofobno-hidrofilne interakcije
izmedu parova lipid-lipid, lipid-protein i protein-protein. Deterdzenti se najc¢eSce koriste za
liziranje stanica sisavaca. Od triju skupina deterdzenata — kationskih, anionskih i neionskih —
preferiraju se neionski deterdZenti jer uzrokuju minimalna o$te¢enja proteina i enzima (19,

21).

Najznacajnija karakteristika enzimske lize jest njezina specificnost. Za lizu
bakterijskih stanica koriste se lizozimi koji reagiraju s peptidoglikanskim slojem i razbijaju
glikozidnu vezu pri temperaturi 35 °C i pH-vrijednosti 6 — 7. Za gram-negativne bakterije
lizozim se Koristi u kombinaciji s deterdzentima za razbijanje stani¢ne stijenke, a potom i
membrane. Hitinaza se moze koristiti za lizu kvasaca, a pektinaze se koriste za lizu biljnih

stanica. Proteinaza K koristi se za izoliranje genomske DNK (18, 21).
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2.CILJ

Cilj je ovog istrazivanja procjena moguce dijagnosticke primjene unutarstani¢nih
biljega — LDH-a, NSE-a i feritina — iz stani¢nog lizata za postupak optimizacije lize perifernih
mononukleara. Uvjeti pri kojima se dobije najvec¢i maseni udio biokemijskih parametara po
gramu proteina u lizatu smatrat ¢e se optimalnim uvjetima za lizu mononuklearnih stanica

periferne krvi.
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3.1. Ustroj

Ova je studija dio Sireg projekta optimizacije validacije kandidata za tumorske biljege
nemikrocelularnog karcinoma pluéa. Prethodno su je odobrili Klinic¢ki bolnicki centar Osijek
(Broj: 25-1:13152-5/2011), Klini¢ki bolnicki centar Zagreb (Klasa: 8.1-16/ 158-1, Broj: 02/21
AG) i Opca bolnica 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 Dundovi¢, spec. med. biochem. (mentor: doc. dr. sc.
Zeliko Debeljak). Za segment studije koji se nalazi u zavrnom radu ishodeno je dodatno
odobrenje od Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/18-08/07,
Broj: 2158-61-07-18-117).

Istrazivanje je podijeljeno u dva dijela: optimizaciju izolacije mononuklearnih stanica
periferne krvi, koju je neophodno provesti prije lize stanica, i na optimizaciju lize stanica
kojom se ovaj rad i bavi. Za optimizaciju lize perifernih mononukleara postavljena su Cetiri
uvjeta varijacijom broja ciklusa i temperature pothladivanja i zagrijavanja kako bi se ispitali

razli¢iti uvjeti pripreme lizata mononuklearnih stanica (Slika 4.).

3.2. Materijali

U studiju je ukljuceno 40 zdravih ispitanika obaju spolova od dvadeset do Sezdeset
godina s podrucja Osjecko-baranjske Zupanije. Jedini je Kkriterij za ulazak u studiju odsutnost
bolesti koje uzrokuju pomak vrijednosti parametara diferencijalne krvne slike izvan
referentnih vrijednosti. Formirane su cetiri skupine ispitanika ¢iji su se uzorci koristili za
ispitivanje pojedinih uvjeta lize perifernih mononuklearnih stanica.

Krv potrebna za izolaciju mononuklearnih leukocita uzorkovana je iz vena
antekubitalnog podrucja u redovnoj ambulanti Zavoda za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku
Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Svakom je ispitaniku uzorkovano priblizno 8 mL venske
krvi u tri epruvete. Epruveta s 5,4 mg K3-EDTA (trikalij — etilendiamintetraocetna kiselina,
engl. tripotassium ethylenediaminotetraacetic acid) antikoagulansa koriStena je za
odredivanje kompletne krvne slike u svrhu evaluacije uspjesnosti izolacije perifernih

mononukleara. 1z venske krvi u epruveti bez antikoagulansa analizirani su serumski parametri
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za procjenu uspjesnosti lize stanica. U komercijalnim epruvetama (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, SAD) mononuklearne su stanice separirane iz pune krvi u nekoliko
koraka, a tome doprinose poliesterski gel i gradijent gustoce tekucine ispod poliesterskog gela
koji se nalaze u epruveti. Tekuc¢ina sadrzi 1 mL 0,1 molarne otopine natrijeva citrata i 2 mL
Ficoll otopine (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, SAD). Ficoll je razgranati
polimer saharoze i epiklorhidrina, molekularne mase 400 000 Da. Zbog velikog broja
hidroksilnih skupina izuzetno je topljiv u vodi (25).

3.3 Metode

Kako bi iskoristenje stani¢nog lizata iz kojeg je moguée analizirati unutarstani¢ne
biljege bilo Sto kvalitetnije, potrebno je optimizirati postupak lize mononuklearnih stanica.
Optimizacija je provedena u nekoliko koraka na uzorcima venske krvi ¢etrdesetero ispitanika.
Individualni uzorci krvi rasporedeni su u tri epruvete iz kojih su zasebno izolirani periferni

mononukleari i provedene evaluacije uspjesnosti izolacije i lize perifernih mononukleara.
3.3.1. Odredivanje kompletne krvne slike

U svrhu procjene zdravstvenog stanja ispitanika i efikasnosti izolacije mononuklearnih
stanica odredujemo kompletnu krvnu sliku na hematoloskom brojacu Sysmex XN 1000,

Kobe, Japan.
3.3.2. Odredivanje serumskih parametara

Serumske parametre potrebno je odrediti neposredno prije postupka lize stanica radi
potrebnih analiti¢kih ¢imbenika za prikaz iskoriStenja liziranih stanica u poslije analitickoj
fazi obrade podataka koji ¢e pokazati optimalne rezultate istrazivanja. Uzorak venske Kkrvi iz
kojeg odredujemo serumske parametre potrebno je centrifugirati 10 minuta na 3500 okretaja
po minuti (okr/min) pri temperaturi 25 °C. Nakon centrifugiranja serum se raspodijeli u dva
alikvota. Iz jednog alikvota odreduju se ukupni proteini, feritin i LDH na mjernom
instrumentu Beckman Coulter AU680 (Brea, Kalifornija, SAD). LDH se odreduje enzimskom
spektrofotometrijskom metodom. Enzimska reakcija LDH-a Kkatalizira prijelaz laktata i
oksidiranog oblika nikotinamid adenin dinukleotida (NAD") u piruvat i reducirani oblik
nikotinamid adenin dinukleotida (NADH). NADH apsorbira svjetlost valne duljine 340 nm,

Sto se detektira spektrometrom (26).
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Ukupni proteini odreduju se tzv. biuret metodom pomocu bakrovih iona koji u
alkalnoj sredini reagiraju s peptidima koji imaju najmanje dvije peptidne veze, pri ¢emu Se
razvija karakteristicna ljubicasta boja otopine pa se apsorbancija mjeri pri 540/660 nm i
direktno je proporcionalna koncentraciji proteina u uzorku (27). Feritin se odreduje
imunoturbidimetrijskom metodom. Iz drugog alikvota odreduje se NSE na analitickom

uredaju Cobas c6000 (Basel, Svicarska). Metoda je detekcije elektrokemiluminiscentna.

3.3.3. Izolacija mononuklearnih stanica

Za separaciju mononukleara u komercijalnim epruvetama potrebno je minimalno 8 mL
pune krvi. U epruveti se ispod poliesterskog gela u suspenziji nalaze ficoll i antikoagulans, a
iznad gela se nalazi uzorak krvi. Centrifugiranje je potrebno provesti unutar dva sata od
uzorkovanja krvi. Nakon centrifugiranja mononuklearne stanice nalaze se iznad poliesterskog
gela i ispod sloja plazme, a granulociti, trombociti i eritrociti utjecajem centrifugalne sile
prolaze ispod poliesterskog gela (Slika 3.). U sljedecem je koraku potrebno ukloniti gornju
polovicu volumena tekucine. Preostali dio plazme, u kojemu se nalaze mononuklearne
stanice, pazljivo se pipetira kako se uzorak ne bi kontaminirao gelom ili kako ne bi doslo do
povlacenja drugih krvnih stanica. Pipetiranu tekuéinu potrebno je premjestiti u epruvetu s

konusnim dnom za daljnji postupak centrifugiranja i ispiranja stanica.

<+— | plazma
venska —
krv poliesterski mononuklearne
antikoagulans | ——p gel *— | stanice
poliesterski ’ « T crvene krvne
gel a* ~—a ' <+—— | stanicei
N granulociti

Slika 3. Prikaz sadrzaja izolacijske epruvete s lijeva na desno: prije uzorkovanja krvi, nakon
uzorkovanja krvi te nakon centrifugiranja uzorka. (Shemu izradila autorica prema slici iz

¢lanka autora Puleo A. i sur. (28)).
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3.3.4. Liza mononuklearnih stanica

Nakon postupka izolacije stanice je potrebno resuspendirati u 10 mL fosfatom
puferirane otopine soli (PBS, engl. phosphate buffered saline). Za pripravu PBS-a potrebno je
8,0063 g natrijeva klorida (NaCl), 0,2013 g kalijeva klorida (KCI), 0,2449 g kalijevog
dihidrogenfosfata (KH2POg4), 1,7799 g dinatrijevog hidrogenfosfata (Na:HPOs i 1 L
destilirane vode. Lagano promijeSana solucija centrifugira se 20 min na 1300 okr/min.
Supernatant se pazljivo ukloni, a precipitat u kojemu se nalaze stanice ponovno se
resuspendira u 1 mL PBS-a. Nakon $to su stanice resuspendirane, jedan je dio uzorka (200
puL) potrebno odvojiti za brojanje izoliranih stanica na hematoloskom brojacu, a ostatak
uzorka koristi se pri daljenjem postupku lize stanica. Kao varijacija uvjeta za optimizaciju lize
mononuklearnih stanica koristit ¢e se broj ciklusa i temperature zagrijavanja i pothladivanja.
Prva se skupina uzoraka u jednom ciklusu zaledi na temperaturi -20 °C tijekom dva sata i
nakon toga se epruvete s uzorcima prenose u vodenu kupelj temperature +37 °C te se
zagrijavaju sat vremena. Druga je skupina uzoraka podvrgnuta istim uvjetima (-20 °C
pothladivanje, +37 °C zagrijavanje), ali ¢e broj ciklusa u ovom slucaju biti dva, Sto znaci da
¢e se uzorci jo§ jednom zamrznuti 1 odmrznuti. Sljedeca se skupina uzoraka pothladuje na
temperaturi -70 °C tijekom dva sata te se nakon toga premjesta u vodenu kupelj (+37 °C),
gdje se zagrijava sat vremena u jednom ciklusu. Za posljednju skupinu uzoraka temperature
zagrijavanja i pothladivanja bit ¢e identi¢ne prethodnoj skupini (-70 °C pothladivanje, +37 °C

zagrijavanje), ali ¢e broj ciklusa biti dva.

F: -20 °C, F: -20 °C, F: -70 °C, F: -70 °C,
T:+37°C T:+37°C T:+37°C T:+37°C
Broj Broj Broj Broj
ciklusa: 1 ciklusa: 2 ciklusa: 1 ciklusa: 2

Slika 4. Uvjeti lize mononuklearnih stanica periferne krvi.
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Nakon zagrijavanja u vodenoj kupelji stanice su lizirane i lizat je spreman za daljnju
obradu. Lizat se alikvotira u dva dijela: 300 uL za analizu LDH-a, ukupnih proteina i feritina
te 300 uL za analizu NSE-a. Dobivene koncentracije biokemijskih parametara bit ¢e izrazene
kao maseni udio po gramu proteina u lizatu, a isto tako i serumski proteini. Uvjeti pri kojima
se dobije najveci maseni udio biokemijskih parametara po gramu proteina u lizatu smatrat ¢e
se optimalnim uvjetima za postupak lize mononuklearnih stanica periferne krvi. Zbog
bioloske varijabilnosti u koncentracijama biomarkera dobiveni rezultati iz lizata stavit ¢e se u
omjer s pripadaju¢im koncentracijama iz seruma. Omjer LDH-a prikazan je sljede¢om
jednadzbom: {[LDH lizat (U/L) po gramu proteina LDH serum (U/L) po gramu
proteina]=LDH lizat/LDH serum}, a analogno tome obradeni su rezultati za feritin, NSE i
ukupne proteine. Omijeri biokemijskih parametara iz lizata i seruma predstavljaju

normalizirane rezultate ili iskoriStenost stanica.

3.4. Statisticke metode

Primijenjene su jednostavne metode deskriptivne statistike. Numericke vrijednosti
koncentracije i aktivnosti LDH-a, NSE-a, feritina te ukupnih proteina u lizatu opisane su
aritmetickom sredinom, standardnom devijacijom i analizom varijance (ANOVA, engl.
Analysis of mean using variance). Izrac¢uni su provedeni primjenom racunalnih programa
Microsoft Office Excel 2007 (Redmond, WA, SAD) i STATISTICA (inacica 7.0. StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, SAD).
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4. REZULTATI

U istrazivanje je ukljuceno 40 ispitanika obaju spolova. Uzorkovana im je venska krv

iz koje su izolirane i lizirane periferne mononuklearne stanice.

4.1. Biokemijski parametri iz liziranih mononuklearnih stanica

Na Slikama 5. — 9. grafi¢ki su prikazane aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije
biokemijskih parametara iz liziranih stanica. Pojedini graficki prikazi pokazuju aktivnosti
analita po gramu proteina i koncentracije analita po gramu proteina povezanih s Cetirima
ispitivanim kriterijima. Uvjeti su postavljeni varijacijom broja ciklusa lize stanica i

temperature F/T ciklusa (Slika 4.).

Najveca koncentracija LDH-a i proteina u lizatu izmjerena je nakon lize stanica u
dvama F/T ciklusima na temperaturi -20 °C, a znacajna je koncentracija NSE-a u lizatu
dobivena pri jednakoj temperaturi u jednom F/T ciklusu. Za feritin iz lizata optimalno je

zamrzavanje na temperaturi -70 °C u dvama F/T ciklusima.

LDH aktivnost (U/L) po g proteina
1200

1000

800

600

400

IskoriStenost stanica

200

Broj ciklusa

m Zamrzavanje (°C) -20 = Zamrzavanje (°C) -70

Slika 5. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske) LDH-a

(U/L) po gramu proteina u lizatu.
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Slika 6. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske) feritina

(ug/L) po gramu proteina u lizatu.
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Slika 7. Aritmetic¢ke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske) NSE-a

(ug/L) po gramu proteina u lizatu.
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Proteini u lizatu (g/L)

o
N
o
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m Zamrzavanje (°C) -20 = Zamrzavanje (°C) -70

Slika 8. Aritmeti¢ke sredine (stupCasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

proteina (g/L) u lizatu.

4.2. Normalizirani biokemijski parametri

Aritmeticke sredine i standardne devijacije omjera analiziranih segmenata iz lizata sa
segmentima iz seruma nalaze se na Slikama 9. — 12. Normalizirani rezultati mijenjaju
optimalne vrijednosti iz samog lizata pa su svi analizirani parametri najbolje iskoristeni pri
temperaturi -20 °C neovisno o broju F/T ciklusa. Unutarstaniéni LDH i proteini najvece

vrijednosti postizu kroz dva F/T ciklusa, a NSE i feritin kroz jedan F/T ciklus.
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LDH lizat / LDH serum

IskoriStenost stanica

Broj ciklusa

m Zamrzavanje (°C) -20 = Zamrzavanje (°C) -70

Slika 9. Aritmeticke sredine (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske) LDH-a

(lizat/serum).

Feritin lizat / Feritin serum
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Slika 10. Aritmeticke sredinc (stupCasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)
feritina (lizat/serum).
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Slika 11. Aritmeticke sredinc (stupcasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske) NSE-

a (lizat/serum).
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Slika 12. Aritmeticke sredine (stupcCasti prikaz) i standardne devijacije (traka pogreske)

proteina (lizat/serum).
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4.3. ANOVA

U Tablici 1. prikazani su rezultati primjene ANOVA-e. Iz tablice je uocljivo da su
neke vrijednosti manje od 0,05, $to znaci da su statisticki znacajne (29). Za LDH, NSE i
ukupne proteine iz lizata te njihove normalizirane vrijednosti statisticki je znacajna
temperatura zamrzavanja. Temperatura zamrzavanja za feritin statisticki je znacajna samo za
vrijednosti iz lizata, dok normalizirani rezultati feritina primjenom ANOVA-e postaju
irelevantni. Broj ciklusa ni za jedan od primijenjenih parametara za optimizaciju metode lize

nije relevantan.

Tablica 1. Vrijednosti statisticke znacajnosti biokemijskih parametara.

Biokemijski Odsjecak Temperatura Broj ciklusa
parametri (p*) zamrzavanja (°C)
LDH (lizat) >0,001 0,001 0,654
LDH (lizat/serum) >0,001 0,001 0,581
Feritin (lizat) >0,001 0,005 0,292
Feritin >0,001 0,615 0,098

(lizat/serum)

NSE (lizat) >0,001 0,001 0,795
NSE (lizat/serum) >0,001 >0,001 0,650
Protein (g/L) >0,001 0,001 0,795
Protein % >0,001 >0,001 0,650

* p — statisticka znacajnost
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5. RASPRAVA

Mononuklearne stanice neizostavni su dio imunosnog sustava. Kao glavni regulatori
svih imunoloskih funkcija, prenose se krvlju u podrucja zahvac¢ena upalom, ¢ime je osigurana
brza i snazna obrana organizma (1, 3). Kako su mononuklearne stanice vazan faktor u obrani
organizma u zlo¢udnim i upalnim stanjima, njihov se unutarstani¢ni sastav mijenja ovisno u
potrebama reakcije u kojoj sudjeluju. Ako su odredene biomolekule koje izlucuju
mononukleari prisutne u vecoj koncentraciji u zlo¢udnim i upalnim procesima, mozemo ih
smatrati kandidatima za tumorske markere, odnosno biomarkere. Svrha je ovog istrazivanja
optimizirati postupak lize mononuklearnih stanica. Koncentracije i aktivnosti unutarstani¢nih
biomarkera iz lizata s pripadajuéim serumskim parametrima stavit ¢e se u omjer radi
normalizacije dobivenih rezultata na temelju kojih ¢e se odrediti optimalni uvjeti lize

mononuklearnih stanica. U istrazivanju su koristeni biomarkeri NSE, LDH i feritin.

Prema naSim spoznajama, ovakva istrazivanja u literaturi nisu poznata. Stani¢ni je lizat
potencijalno dobar uzorak za laboratorijsku dijagnostiku patogena, enzimske imunopretrage,
proces purifikacije proteina, dijagnostiku karcinoma, analizu grade bioloskih molekula te
proizvodnju hormona, cjepiva i monoklonskih protutijela u kontekstu biomedicine (17, 18,
19). Zbog Sirokog spektra pretraga i tehnika kojima se moze izvesti Stani¢na liza postala je
perspektivan izvor dijagnostickih biomarkera. Vrijednosti postupaka koji se temelje na
stani¢noj lizi na globalnom trzistu procjenjuju se na oko 2,35 milijardi dolara u 2016. godini,

a o¢ekuje se da ¢e do 2021. dosti¢i 3,84 milijarde dolara (18).

Za optimizaciju postupka lize mononuklearnih stanica postavljena su cetiri uvjeta
varijacijom broja ciklusa i temperature pothladivanja 1 zagrijavanja kako bi se ispitali razliciti
uvjeti pripreme lizata. Zadane temperature zamrzavanja jesu -20 °C i -70 °C , a nakon svakog
zamrzavanja uzorka slijedi zagrijavanje u vodenoj kupelji na temperaturi +37 °C. Svakom
temperaturnom uvjetu pridruzen je broj ciklusa pothladivanja i zagrijavanja koji varira izmedu
1 i 2. Uzimajuéi u obzir rezultate prikazane aritmetickom sredinom i standardnom
devijacijom, uvjeti pri kojima je dobiven najve¢i maseni udio biokemijskih parametara po
gramu proteina u lizatu za LDH i ukupne proteine u lizatu jesu -20 °C u dvama ciklusima (F: -
20 °C, T: + 37 °C; dva ciklusa). Za feritin su najbolje vrijednosti pri -70 °C u dvama
ciklusima (F: -70 °C, T: + 37 °C; dva ciklusa), a za NSE je najpogodnija temperatura lize -20
°C u jednom ciklusu (F: -20 °C, T: +37 °C; jedan ciklus). Kako bismo mogli zakljuciti koji

kriterij za lizu mononuklearnih stanica daje najbolje iskoristenje, zbog individualne bioloske
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varijabilnosti u koncentracijama biomarkera, dobiveni rezultati iz lizata stavljeni su u omjer s
pripadaju¢im koncentracijama iz seruma. |z normaliziranih vrijednosti biokemijskih
parametara moze se zakljuciti da je optimalan kriterij lize stanica za LDH i proteine postignut
pri temperaturi zamrzavanja -20 °C u dvama ciklusima, a najvece iskoristenje feritina i NSE-a

ostvareno je pri istoj temperaturi u jednom ciklusu.

Medutim, kako se aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom ne mogu
prikazati statisticki znacajni rezultati, podaci su dodatno obradeni ANOVA-om. Optimalni
kriteriji dobiveni analizom LDH-a, NSE-a i ukupnih proteina iz lizata, izraCunom njihovih
normaliziranih vrijednosti, pokazuju da je jedan temperaturni uvjet za lizu mononuklearnih
stanica, pri -20 °C, statisti¢ki znacajan. Broj F/T ciklusa ne utjee na raspad stanica te ne
doprinosi vecoj iskoriStenosti stanica s obzirom na koncentracije i aktivnosti analita iz
stani¢nog lizata. Feritin je jedini parametar kojemu se mijenjaju uvjeti. U stani¢cnom lizatu
statisticki je znacajno vece iskoristenje feritina pri -70 °C, ali pri normalizaciji rezultata, svi
uvjeti koristeni za varijaciju lize stanica za feritin postaju statisticki beznacajni te se za

izolaciju feritina mogu Kkoristiti bilo koji temperaturni uvjet i broj ciklusa.

Kako je stani¢ni lizat vazno analiticko ishodiSte za Sirok spektar pretraga te ima
perspektivu u podru¢ju biomedicine i bioinZenjerstva, vazno je odabrati i istraziti optimalne
metode lize stanica koje pogoduju analitickim zahtjevima odredenih biokemijskih parametra.
U ovom istrazivanju odabrana je metoda lize F/T ciklusima, a zakljuceno je da je optimalna
temperatura zamrzavanja za sve parametre -20 °C neovisno o broju F/T ciklusa. Kako bi se
ova metoda zakljuéno potvrdila ili odbacila, moguce je daljnje istrazivanje istih biokemijskih
parametara u populaciji bolesnika. Zajednic¢ka je svim ispitivanim analitima (LDH, feritin,
NSE) povezanost s agresivnim i brzorastu¢im oblikom karcinoma plu¢a, SCLC-om, koji
zauzima 15 — 20 % svih karcinoma pluca, ali i drugim karcinomima pluéa (4, 13)
Optimizacija metode lize iz mononuklearnih stanica pacijenata oboljelih od karcinoma pluc¢a

stvorila bi preduvjet za unaprjedenje dijagnostike ove grupe bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

- optimalna temperatura zamrzavanja za postupak stani¢ne lize pri kojem se postigne
najvece iskoristenje biokemijskih parametara — ukupnih proteina, NSE-a i LDH-a —
iz lizata jest -20 °C

- statisti¢ki znacajno vece iskoristenje feritina iz lizata dobije se pri -70 °C, neovisno o
broju F/T ciklusa, ali nakon normalizacije rezultata uvjeti varirani u istrazivanju —
temperatura i broj ciklusa — gube statisticku znac¢ajnost

- broj F/T ciklusa statisticki je irelevantan za svaki od koristenih parametara u
istrazivanju te se zbog ustede vremena preporucuje postupak lize stanice u jednom
F/T ciklusu.
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7. SAZETAK

Cilj: Cilj je ovog istrazivanja procjena moguce dijagnosticke primjene unutarstani¢nih biljega
— LDH-a, NSE-a i feritina — iz stani¢nog lizata za postupak optimizacije lize perifernih

mononukleara.
Nacrt studije: Klini¢ko opservacijsko istrazivanje

Materijali i metode: U studiju je ukljuéeno 40 zdravih ispitanika obaju spolova. Svakom je
ispitaniku uzorkovano priblizno 8 mL venske krvi u tri spremnika iz kojih su zasebno
izolirani, a potom su lizirani periferni mononukleari te su provedene evaluacije uspjesnosti

izolacije i lize perifernih mononukleara.

Rezultati: Optimalni kriterij za postupak lize stanica za LDH i ukupne proteine u lizatu: F -20
°C, T: +37 °C, dva ciklusa; feritin: F: -70 °C, T: + 37 °C, dva ciklusa; NSE: F: 20 °C, T: + 37
°C; jedan ciklus. Normalizacijom rezultata optimalni se uvjeti mijenjaju za feritin: F: -20 °C,
T: + 37 °C; jedan ciklus. Nakon obrade podataka ANOVA-om statisticki je znacajan samo

temperaturni uvjet lize pri -20 °C, a za izolaciju feritina ni jedan kriterij nije pogodan.

Zakljucak: Optimalna temperatura zamrzavanja pri kojoj se postigne najveée iskoriStenje
biokemijskih parametara — ukupnih proteina, NSE-a i LDH-a — iz lizata jest -20 °C, a za
feritin iz lizata -70 °C. Broj F/T ciklusa statisticki je irelevantan za svaki od koristenih
parametara u istrazivanju te se zbog ustede vremena preporucuje postupak lize stanice u

jednom F/T ciklusu

Kljuéne rijeci: feritin, laktat dehidrogenaza, lizat, mononuklearne stanice, neuron specifi¢na

enolaza, pothladivanje i zagrijavanje
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8. SUMMARY

Optimization of peripheral mononuclear blood cells lysis

Objective: The aim of this study is to identify possible diagnostic applications of intracellular
markers: LDH, NSE and ferritin from the cell lysate for peripher blood mononuclear cells
(PBMC) optimization procedure.

Study design: Clinical observational study

Materials and Methods: The study included 40 healthy subjects of both sex. Approximately
8 mL of venous blood was sampled to each subject in 3 vacutainers. Individual blood samples
were divided into 3 tubes from which isolates were individually isolated and then lysed

peripheral mononuclear and verified isolation and lysis of peripheral mononuclear isolates.

Results: Optimal lysis criteria, considering arithmetic mean and standard deviation, for lysate
protein concentrations and activity, LDH and total lysate proteins: F: -20° C, T: + 37 ° C, 2
cycles; ferritin: F: -70 ° C, T: + 37 ° C, 2 cycles; NSE: F: 20 ° C, T: + 37 ° C; 1 cycle. A
protein ratio lysate to serum alters optimal lysis conditions for ferritin: F: -20 ° C, T: + 37 ° C;
1 cycle, whereas remaining parameters keep the same values. After processing data by
ANOVA, only the lysis temperature condition is statistically significant. Freezing at -20 °C is
suitable for LDH, NSE and total proteins, while no criteria are suitable for ferritin.

Conclusion: The optimal freezing point for cell lysis procedure, at which the greatest
utilization of biochemical parameters is achieved: NSE, LDH and total lysate proteins is -20
°C and for lysate ferritin is -70 ° C. Ferritin value in lysate/serum ratio does not show
significant temperature condition. The number of F/T cycles is statistically insignificant for

each of the parameters used in the study.

Keywords: ferritin, freezing and thawing, lactate dehydrogenase, lysate, mononuclear cells,

neuron specific enolase
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