Eritrocitni markeri splenektomije

Luci¢, Andrea

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine Osijek / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:152:928401

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:928401
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:1473
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:1473
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:1473

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK
SVEUCILISNI INTEGIRIRANI PREDDIPLOMSKI 1
DIPLOMSKI STUDIJ MEDICINE

Andrea Luci¢

ERITROCITNI MARKERI
SPLENEKTOMIJE

Diplomski rad

Osijek, 2021.






SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK
SVEUCILISNI INTEGIRIRANI PREDDIPLOMSKI 1
DIPLOMSKI STUDIJ MEDICINE

Andrea Luci¢

ERITROCITNI MARKERI
SPLENEKTOMIJE

Diplomski rad

Osijek, 2021.



Rad je ostvaren u Klini¢kom bolnickom centru Osijek.
Mentorica rada: prof. dr. sc. Marija Heffer, dr. med.
Neposredni voditelj: dr. sc. Stefan Mrdenovi¢, dr. med.

Rad ima 38 radnih listova, 1 tablicu i 4 slike



PREDGOVOR RADU

Za pocetak Zeljela bih zahvaliti mentorici ovoga rada, profesorici Mariji Heffer.
Hvala Vam na na pruzenoj prilici i strpljenju. Iznimno mi je drago sto sam mogla biti dio ove
price. Posebne zahvale Zelim uputiti i neposrednom voditelju ovoga rada — dr. sc. Stefanu
Mrdenovicu koji je uvijek bio tu kada sam ga trebala. Uistinu sam imala “pravu” ekipu na
ovome radu. Zahvaljujem se takoder i prof. Debeljaku te svima koje nisam ponaosob
istaknula, a koji su ipak bili dio ovoga istraZivanja, prije svega zaposlenike odjela

abdominalne kirurgije i medicinske biokemije KBC Osijek.

Moram spomenuti i svoje prijatelje. Njima veliko hvala jer su strpljivo samnom
prolazili muke konstantnog ucenja, kolokvija, ispita te konacno i pisanja ovoga rada. Necu
duljiti dalje za zahvalom prijateljima jer je vecina njih toliko lijena da ovo nikada nece ni

procitati.

Zahvalnost koju osjecam prema svojoj obitelji ne mogu iznjeti u jednom predgovoru
diplomskog rada. Hvala, hvala, hvala. Hvala mama na svemu Sto si napravila da ovo bude
moguce, nista od toga nije proslo nezamijeceno. Hvala mojim sestrama na bezuvjetnoj
podrsci, na razgovorima i savjetima - uvijek sam govorila da ne znam gdje bih bila da nije

bilo vas. Vi ste moja snaga koja me tjera ka naprijed i obecajem da ¢u vas sve od ovoga

......

[ za kraj, nekoliko rijeci posvecujem svojem tati koji ne moze biti dio ovog poglavlja,
poglavlja radi kojega bi bio veoma sretan. Hvala na deset godina ljubavi i sigurnosti, punima
pjesme i Sale. Dajem ti rijec da ti necu dati razloga da me kudis od gore i da ¢u svoje znanje

koristiti samo na nacin na koji ¢es biti ponosan.



SADRZAJ

Lo UVOD ettt ettt ettt b e s bt e e bt e s ateeab e saeeebeesabeebee e A
LU SICZENA ...ttt sttt ettt e e saree e 1
1.2. Utjecaj splenektomije na organizam ................cccceoviiiiiiiiiiiieniiieeeeeeeeeee e 2
1.3. Stanicna HpidomiKa.................coooiiiiii e 3
1.4. Stani¢na membrana eritrocita...............c..coocoiiiiiiiiiiien 4
1.5. Masena SpeKtrometrifa .............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiceiie e 5
1.6. Periferni razmaz Krvi..........ccoocoooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 7

20HIPOTEZA ... ettt ettt e b e ettt e st e e bt e ssteebeesateans 9

BuCTLIEVL ettt ettt et s e et e st e bt e sateenbeeeaee 10

4. ISPITANICI I METODE ........oooiiiii e st 11

4.1 USEroj STUALJE ..ot et e e e e st e e e e nbaeeeeenneees 11
.2, ISPILANICI.....coouiiiiiiiiiiii ettt et e e st e et eeeabee st eesateesbeee e 11
B30 MICEOML ...ttt sttt 11
4.3.1. Testovi koji su korisSteni za laboratorijske pretrage iz krvi........................ 12

4.3.2. Priprema krvnih razmaza za MSI analizu........................ccoociniiinniiinnnn. 13

4.4. StatistiCke Metode...............oooiiiiiiiiiii e 14
S.REZULTATI ...ttt ettt ettt et e be e st eeeas 15
5.1. Rezultati usporedbe laboratorijskih parametara.........................cococciiiinnnnn 15
5.2. Rezultati MSI analize krvnih razmaza.....................c.ccoiiiie 21

6. RASPRAVA ...ttt ettt e sbe e sttt e saeeeaees 23
6.1. Laboratorijske pretrage iz Krvi ............cccooooiiiiiiiiiiiiiiceceeee e 23
6.1. MSI analiza kKrvnih razmaza...................coccooiiiiiiiiiiiieeceeee 25

TeZAKLIUCAK ... e e e s s s s e s s s s s s s s s s s s s s ses s s s s ssoes 28



8. SAZETAK ..o e e s e e e e s e s e e e e e e e e s e s e e s s s s s s s s erren 29

Q. SUMMARY ..o e e s e s e s s s s s s s e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ssoes 30
10. LITERATURA ..o e, 31
11 ZIVOTOPIS ..o, 38



POPIS KRATICA

ADP

ALP

ALT

ANF

aPTV

AST

CPBA

CRP

DAT

EDTA

FLC

GGT

G6PDH

GUK

HMDB

IAT

IFCC

INR

MALDI

MCH

MCHC

Adenozin difosfat (engl. Adenosine diphosphate)

Alkalna fosfataza (engl. Alkaline phosphatase)
Alanin-aminotransferaza

Antinuklearni faktor

Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme
Aspartat-aminotransferaza

Kloroperbenzoicna kiselina (engl. chloroperbenzoic acid)
C-reaktivni protein

Direktni antiglobulinski test

Etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
Slobodni laki lanci (engl. free light chains)
Gama-glutamil transferaza

Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza

Glukoza u krvi

Human Metabolome Database

Indirektni antiglobulinski test

International Federation of Clinical Chemistry

Medunarodni normalizirani omjer (engl. The international normalized

ratio)

Matriks asistirana laserska desorpcija iona (engl. matrix assisted laser

desorption source)
Prosjecna masa hemoglobina (engl. Mean corpuscular hemoglobine)

Prosjecna koncentracija hemoglobina (engl. Mean cosrpuscular

hemoglobine concentration)



MCV

MPV

MS

MSI

PALS

RDW

TIBC

TOF

TV

UIBC

Srednji volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume)
Prosjecni volumen trombocita (engl. mean platelet volume)

Masena spektrometrija

Slikovna masena spektrometrija (engl. mass spectrometry imaging)
Periarteriolarni limfni omotac (engl. periarteriolar lymphatic sheath)
Raspon raspodjele crvenih stanica (engl. red cell distribution width)
Ukupni kapacitet vezivanja zeljeza (engl. total iron-binding capacity)
Analizator ovisan o vremenu letenja (engl. time of flight)

Trombinsko vrijeme

Nezasiéeni kapacitet vezanja zeljeza (engl. unsaturated iron binding

capacity)



UvOD

1. UVOD
1.1. Slezena

Slezena je organ hematopoetskog sustava smjesten u lijevom gornjem kvadrantu trbuha te se
nalazi uz veliku krivinu Zeluca, smjestena unutar omentuma. Poznato je da slezena ima brojne
vazne uloge: sudjeluje u kontroli integriteta crvenih krvnih stanica te kontroli i regulaciji

imunoloskog sustava, a dodatno 1 u ekstramedularnoj hematopoezi (1).

Izduzenog je oblika i trokutastog presjeka, a izgled i veli¢ina slezene uvelike variraju
unutar populacije (2). Trenutno literatura navodi da je duljina slezene u 95 % odraslih osoba
manja od 12 cm (s rasponom od 9 do 15 cm). Prema dosadasnjim istrazivanjima duljina i
volumen slezene su znacajno povezani sa spolom, visinom tijela i tjelesnom tezinom te se
smatra da bi se veliine slezene trebale evaluirati prema korigiranim vrijednostima za spol i

tjelesnu visinu (3).

Slezena je u cijelosti obavijena ¢ahurom od vezivnog tkiva. Parenhim je graden od
limfnih nakupina koje ¢ine bijelu pulpu, a te su nakupine posvuda okruzene crvenom pulpom

- tkivom tamnocrvene boje koje je bogato krvlju (4).

Dijelom crvenu pulpu grade terminalni ogranci arterijskog sustava slezene koji dovode
arterijsku krv u tracke crvene pulpe, a iz tracaka krv prelazi u venske sinuse koji se skupljaju
u eferentnu venu lienalis (3). Billrothovi tracci nalaze se izmedu sinusa 1 predstavljaju mrezu
makrofaga medusobno povezanih citoplazmatskim nastavcima. Te stanice imaju i
funkcionalne 1 imunoloSke znacajke aktivnih fagocitnih stanica. Podrzava ih okvir
retikularnog tkiva koji uklju¢uju miofibroblaste 1 retikularna vlakna. Venski sinusi imaju
specificnu strukturu. Ta struktura nastala je paralelnim postavljanjem specijaliziranih
endotelnih stanica (engl. /ittoral cells — obalne stanice) koje su povezane vlaknima koja tvore
pukotine kroz koje krvne stanice moraju pro¢i da bi se vratile u cirkulaciju (5). Takva
specijalizirana struktura venskog sustava crvene pulpe daje ovom organu jedinstvenu
sposobnost filtriranja krvi 1 uklanjanja starih eritrocita. Ovi sinusi, obloZeni endotelom koji
ima neobi¢nu diskontinuiranu strukturu sadrze i tla¢na vlakna (stress fibers). Tlacna vlakna
povezuju endotelne stanice s komponentama izvanstanicnog matriksa i sastavljena su od
aktinu 1 miozinu sli¢nih filamenata, Sto ukazuje na to da bi njihovo djelovanje moglo biti
temeljeno na klizanju niti kojim se kontroliraju razmaci izmedu endotelnih stanica (6).
Upravo kroz te razmake endotelnih stanica eritrociti trebaju pro¢i kada putuju iz Billrothovih

tracaka u sinuse crvene pulpe. Za eritrocite koji su stari i ¢ija je savitljivost membrane pala
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ispod kriti€ne granice, taj prolazak je nemogué. Takvi eritrociti zarobljeni su u traccima i
podlozni makrofazima koji ih tada mogu fagocitirati. Treba naglasiti da slezena ne uklanja
samo stare eritrocite, ve¢ 1 bilo koje druge eritrocite deformiranog oblika. Zadrzavanje
deformiranih crvenih krvnih zrnaca u krvi prepoznato je kao kriti¢na odrednica patogeneze u

nasljednoj sferocitozi, malariji i drugim poremecajima eritrocita u kojima slezena igra ulogu

7).

Bijela se pulpa sastoji od limfatickog tkiva koje ima slicnu organizaciju kao limfni
¢vorovi. Periarteriolarni limfni omotac (engl. periarteriolar lymphatic sheath, PALS) obavija
centralne arteriole koje se odvajaju od trabekularnih arterija koje su pak ogranci arterije
lienalis. PALS je ekvivalent T zone limfnih ¢vorova. Folikuli s B limfocitima nalaze se uz
PALS, a oni su okruzeni marginalnom i perifolikularnom zonom bogatom makrofazima i
dendritickim stanicama. Ti makrofazi i dendriticke stanice iniciraju imunoloski odgovor na
antigene iz krvi koje prezentiraju B i T stanicama. Ovakva organizacija je pogotovo vazna pri
uklanjanju inkapsuliranih bakterija i objasnjava zaSto su hiposplenicni pacijenti izrazito

osjetljivi na ove organizme (1).

Pretpostavlja se da slezena ima ulogu u kontroli obrane domacina posredovanoj
autonomnim Ziv€anim sustavom, ali neuroanatomski dokazi za ovu pretpostavku pocivaju na
rijetkom broju studija koje se medusobno ne slazu obzirom na postojanje kolinergicke
inervacije. Ipak, ve¢ina rezultata govori u prilog tome da slezenu inerviraju iskljucivo
katekolaminergicka vlakna (8). Aktiviranje simpatickog ziv€anog sustava prvenstveno
inhibira aktivnost stanica povezanih s urodenim dok ili pojacava ili inhibira aktivnost stanica
povezanih sa steCenim imunoloskim sustavom. Stanice urodenog imunoloskog sustava
izrazavaju 1 alfa 1 beta-adrenergi¢ke receptore, dok T i B limfociti eksprimiraju isklju¢ivo
adrenergicke receptore podtipa beta 2. Pomocu ovih adrenergickih receptora noradrenalin
moze regulirati razinu aktivnosti imunoloskih stanica iniciranjem promjene u razini stani¢ne

aktivnosti, §to ¢esto ukljuCuje promjenu razine ekspresije gena za citokine i antitijela (9).

1.2. Utjecaj splenektomije na organizam

Splenektomija se izvodi zbog mnoStva razloga. Tupa trauma trbuha i dalje je najces¢a
indikacija za splenektomiju. Pacijenti s razli¢itim hematoloSkim poremecajima takoder imaju
koristi od ovog postupka, a osim toga, splenektomija se izvodi 1 u slucajevima jatrogenih

ozljeda 1 zahvacenosti susjednim patoloskim procesima, u dijagnostiCke svrhe 1 za
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ublazavanje hipersplenizma. Nase razumijevanje dugoro¢nih posljedica splenektomije ostaje
nepotpuno.

Najbolje definirana i najSire shvacena komplikacija splenektomije je osjetljivost pacijenata
na infekciju (10). Slezena je glavno mjesto sinteze imunoglobulina M. Razina serumskog
imunoglobulina M pokazuje znacajan pad nakon splenektomije (11). Posebno znacajna i
specificna komplikacija splenektomije je uzrokovana inkapsuliranim organizmima kao §to su
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis 1 Hemophilus influenzae (12). Iako su neke
komplikacije dobro poznate, nastoje se razjasniti ostale posljedice asplenije. Takve posljedice
mogu ukljucivati maligne procese i trombozu. Tromboza portalne vene dobro je poznata
komplikacija splenektomije. Porast popularnosti slikovnih studija doveo je do povecanja
otkrivanja ove komplikacije (13-15). Neke studije ukazuju na to da bi splenektomija mogla
utjecati na pojavu poviSene razine glukoze (16). Objasnjenje lezi u mogucnosti da slezena
proizvodi stanice koje su prekursori stanica koje luce inzulin u gusteraci (17, 18). Pojedinacne
su studije pokazale promijenjen hematoloski i imunoloski profil postoperativno. U kratkom
vremenu (tjedni do mjeseci) nakon splenektomije, broj leukocita 1 trombocita se povecava
(19-21).

Odredene informacije o posljedicama splenektomije postoje no potreban je veéi broj
studija kako bi stekli detaljno znanje na temelju kojega bi se valjano mogli skrbiti o

pacijentima koji su se podvrgli toj operaciji.

1.3. Stani¢na lipidomika

Lipidomika je znanstvena disciplina koja proucava lipidni sastav stanica, tkiva i
organizama. Molekularni sastav stani¢nog lipidoma je slozen i trenutno slabo istrazen. Ovo
novo polje, stoga, razvija osjetljive tehnologije masene spektrometrije za kvantitativnu
karakterizaciju lipidoma (22). Desetlje¢ima su lipidi smatrani samo energetski bogatim
spojevima. Danas se zna da izvrSavaju brojne vazne zadace. Primjerice fosfolipidi
predstavljaju vazne molekule drugih glasnika koji sudjeluju u stani¢noj komunikaciji (23). Uz
to, lipidi poput lizofosfatidilkolina takoder su prepoznati kao vazni biljezi bolesti, na primjer,
u aterosklerozi ili reumatoidnom artritisu (24, 25).

Lipidi su vrlo heterogena skupina. Zajednicko svojstvo je fizikalne prirode i odredeno je
njihovom netopljivost u vodi i topljivost u nepolarnim otapalima poput etera i kloroforma.
Netopljivi su u vodi stoga Sto u njihovoj strukturi prevladavaju nepolarne ugljikovodicne

skupine. U skupinu amfipatskih lipida ubrajamo fosfolipide, kolesterol, sfingolipide pa i
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masne kiseline. One se na dodirnome sloju ulje-voda orijentiraju tako da im je polarna
skupina okrenuta ka vodi, a nepolarni dio prema uljnoj fazi. Dvosloj amfipatskih molekula
osnova je bioloskih membrana. Najzastupljenija skupina lipida u membranama su fosfolipidi -
lipidi koji osim masnih kiselina 1 alkohola sadrzavaju i ostatak fosfatne kiseline te najCesce
jos§ bazi¢nu skupinu s dusikom. Fosfolipidi ¢ine 50 - 60 % ukupnih membranskih lipida (26).

lako su strukturno naizgled sastavljeni od malo gradevnih jedinica, imaju potencijal
generiranja izmedu 9.000 1 100.000 razli¢itih molekularnih vrsta (26). Raznolikost fosfolipida
proizlazi ne samo iz razlike u polarnim glavama, ve¢ i iz razli¢itog na¢ina vezivanja alkilnog
lanca s glicerolom (diacil-, alkil-acil- ili alkenil-acil) i kona¢no iz velike varijabilnosti
potencijalnog acilnog ostatka (27). Daleko smo od razumijevanja bioloSkog znacaja ove
kompozicijske slozenosti.

Analiza lipida uz pomo¢ masene spektrometrije (MS) prosla je kroz veliku promjenu u
proteklom desetlje¢u. Tome je pridonio napredak u tehnickoj 1 analiti¢koj metodologiji MS-a.
Ocekuje se da ¢e poboljSana analiza lipida koristiti molekularnoj medicini. Uvodenje
lipidomike u klinicku dijagnostiku potencijalno ¢e otvoriti novi izvor informacija u smislu
otkrivanja biomarkera. Lipidomika ovakve vrste pripada novoj grani biologije tzv. sistemskoj
biologiji i usmjerenaa je ka traZenju jedinstvenih ,, otisaka prstiju“ koje za sobom ostavljaju

specifi¢ni stani¢ni procesi (28).

1.4. Staniéna membrana eritrocita

Eritrociti su okruzeni stanicnom membranom koja je zbog lake dostupnosti najbolje
proucena stanicna membrana. Takoder, eritrociti nemaju organele te svi lipidi koji su predmet
istrazivanja, dolaze iz njihove membrane. Stoga su eritrociti dobar model za proucavanje
membranskih lipida (29).

Obzirom na relativno dug zivotni vijek eritrocita, bilo kakve promjene u lipidnom profilu
membrane mogu reflektirati patofizioloSke promjene povezane s napretkom kroni¢nih
sistemskih bolesti (30). Uvideno je da su promjene u metabolizmu lipida bitan dio patogeneze
kardiovaskularnih bolesti (31). Brojna istrazivanja ukazuju na to da odredene masne kiseline i
kolesterol u membrani eritrocita imaju prediktivnu ulogu za kardiovaskularne incidente (32-
34). 1 druge razli¢ite bolesti se o€ituju u promjenama metaboloma i lipidoma eritrocita.
Poznato je da se sastav membrane mijenja u raznim bolestima, ukljuc¢ujuc¢i akutnu mijeloi¢nu
leukemiju, bolest srpastih stanica, talasemiju pa cak i dijabetes (35-41). Smanjena koli¢ina

fosfatidilkolina i plazmalogena te poveéan omjer fosfatidilkolina i njegovog lizo-oblika
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primjeéen je u pacijenata s hiperlipidemijama (42). Te studije su dovele do otkrivanja
razli¢itih biomarkera pomoc¢u kojih bi mogli pratiti napredak bolesti ili koje bi mogli koristiti
u svrhu predvidanja pojave bolesti u opcoj populaciji (43, 44).

Neka su istrazivanja otkrila da bi lipidi mogli imati ulogu i u uklanjanju starih eritrocita u
slezeni te da gubitak membranske asimetrije opcenito signalizira kraj Zivotnog vijeka
eritrocita. Asimetrija ima vazne u€inke na funkciju stanica i poznato je da utjeCe na brojne
procese - ukljucujuc¢i apoptozu, diobu stanica i koagulabilnost krvi. Funkcionalna vaznost
asimetrije lipida dovela je do sve ve¢eg zanimanje za razumijevanje sastava lipida s posebnim
zanimanjem za vanjski sloj koji je prvi stani¢ni entitet koji dolazi u kontakt s drugim
stanicama 1 molekulama. U zastarjelim eritrocitima gubitak membranske asimetrije rezultira
translokacijom fosfatidilserina na vanjski list membrane te to omogucuje da makrofazi
prepoznaju 1 fagocitiraju takve stanice (45, 46). Iz ovakvih studija proizlazi da da bi
uklanjanje slezene uvelike moglo utjecati na sastav membranskih lipida eritrocita u

splenektomiranih osoba.

1.5. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je analiticka tehnika koja se koristi za odredivanje cijelog spektra
molekula u nekom wuzorku prema njihovoj molekularnoj masi. Primjena masene
spektrometrije zapocela je ranih godina proslog stolje¢a. Analiza organskih spojeva zapocela
je nesto kasnije, a od 1960-ih koriste se novi nacini ionizacije koji omogucavaju proizvodnju
iona u plinskoj fazi iz nehlapljivih organskih spojeva kao Sto su proteini i polisaharidi.
Masena spektrometrija je postala metoda izbora za podrucje proteomike i srodnih studija.
Suvremeni spektrometar je uredaj koji obi¢no ukljucuje izvor iona, analizator mase, detektor i
racunalo s pisacem. Izvor 1ona koristi se za proizvodnju iona u plinskoj fazi, a analizator mase
razdvaja ione prema m/z (omjeru mase i naboja). Detektor broji ione za svaki m/z omjer te
racunalo pretvara podatke iz analizatora (m/z) i detektora (intenzitet) u spektar masa. Spektar
masa je najceS¢e prikazan stupicastim grafom. Na ordinati su jedinice proporcionalne broju
otkrivenih iona u postotku onog iona koji je najzastupljeniji, a Cesto se oznaCava kao
"relativna koli¢ina". Apscisa je odredena takozvanim "omjerom mase i naboja", S$to se
oznacava kao m/z - pri ¢emu je m relativna masa iona u Daltonima, a z je naboj (47).

U masenoj spektrometriji ioni se mogu dobiti: udarom elektrona, kemijskom ionizacijom,

elektrosprejem 1 desorpcijskim metodama poput matriks asistirane laserske desorpcije iona
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(engl. Matrix Assisted Laser Desorption Source, MALDI) te bombardiranjem brzim atomima
(48).

MALDI je nacin ionizacije u kojem je uzorak potrebno otopiti u otapalu koje sadrzi i
drugu otopljenu krutu tvar - matriks. Uzorak lipida mijeSa se s otopinom matriksa i ostavlja da
se kristalizira (49). Kada se pazljivo izvede priprema uzorka, mogu se dobiti vrlo homogeni
kristali matrice i1 analita. Homogeni kristali neophodni su za dobivanje reproducibilnih
rezultata (48). Ova se otopina zatim podvrgava pulsu laserskog snopa ¢ija valna duljina
odgovara apsorpcijskim moguénostima matrice. Ve¢ina MALDI uredaja koristi ultravioletni
(UV) laser koji emitira na 337 nm (47). Kada laserski hitac pogodi uzorak, matrica isparava i
prenosi molekule lipida u plinovito stanje. Tijekom tog procesa H' (kojeg ima u obilju jer su
matrice uglavnom kiselog pH) i drugi ioni prisutni u sustavu (npr. Na") izmjenjuju se izmedu
molekula lipida i matriksa, $to dovodi do stvaranja kvazi-molekularnih iona (npr. [M + H]" ili
[M + Na]") pri ¢emu se stvaraju uglavnom jednostruko nabijeni ioni. Moguce je generirati i

anione uklanjanjem H" ili Na" iz analita (48).

Nakon stvaranja, ioni se ubrzavaju u jakom elektricnom polju s naponima reda 20 kV.
Zbog upotrebe pulsnog lasera, ioni se stvaraju u vrlo kratkom vremenu i moraju biti
analizirani u kratkom vremenskom okviru. Ovaj zahtjev moze se ispuniti tzv. “time of flight”
(TOF) analizatorom. Osim TOF analizatora postoji jo§ nekoliko vrsta analizatora, a neki od
njih su: magnetski sektor, ionski ciklotronski analizatori, kvadrupoli i orbitrap. TOF princip je
najjednostavniji od svih. Sacinjava ga izvor, cijev u kojoj ioni slobodno lete prevaljujuci
odredeni put i detektor. m/z omjer direktno je proporcionalan kvadratu vremena tijekom kojeg
molekula prevali put do detektora te ¢e ioni male mase dolaziti na detektor za krace vrijeme

od iona velike mase (47).

Sve je viSe dokaza da je ova tehnika takoder koristan alat i u analizi lipida i lipidomici
zbog svojih brzih, jednostavnih i1 prikladnih performansi koje omogucuju snimanje masenog
spektra stanica, ekstrakata sirovog tkiva ili tjelesnih tekucina. Negativna strana je Sto
reproducibilnost masenih spektara dobivenih MALDI - TOF znacajno ovisi o homogenosti
kokristala izmedu matrice i1 analita. Takoder, razli¢ite se lipidne klase otkrivaju razli¢itom
osjetljivos¢u. To je posebno vazno jer lipidi s kvartarnim skupinama amonijaka (npr.

fosfatidilkolin) mogu onemoguciti detektiranje drugih klasa lipida (50).

Lipidi su vazne stanicne komponente. Strukturna nehomogenost lipida koja proizlazi

iz razlika u sastavu masnih kiselina, razli¢itih tipova povezivanja izmedu ostataka masnih
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kiselina 1 okosnice glicerola (diacil-, alkil-acil- i alkenil -acil-) i razlike u strukturi polarnih
skupina dugo su kocile detaljnu analizu lipida. To su najvjerojatnije joS uvijek razlozi zaSto za
lipide ne postoje opcée prihvaceni protokoli kao u analizi proteina. lako je MS za analizu
lipida uspostavljen ve¢ dulje vrijeme, snimanje masenih spektara cjelovitih lipida bilo je
nemoguce desetlje¢ima. Primjena MS metoda u analizi lipida posebno se povecava u
posljednjih 15 godina nakon izuma takozvanih tehnika "meke ionizacije” koje omogucavaju
analizu netaknutih molekula lipida sa samo malim stupnjem fragmentacije. MALDI - TOF

MS ima znatnu prednost jer se ova metoda moze izvesti vrlo brzo (48).

Slikovna masena spektrometrija (engl. mass spectrometry imaging, MSI) je
mikroskopska tehnika koja moze direktno analizirati tkiva bez da unisti integritet uzorka (51).
Na svakoj koordinati snima se polozaj molekule 1 maseni spektar u isto vrijeme $to
omogucuje prostorni prikaz i raspodjelu molekula uz koli¢inu te iste molekule koja odgovara
odredenom m/z omjeru (52). Ta mogucnost ¢ini MSI vrlo privlacnom metodom u klinickim
istrazivanjima. Ovo se poglavice odnosi na istraZzivanje tumora u kojima je MSI imao velike
doprinose kao primjerice u otkrivanju biomarkera te u vrlo detaljnom histokemijskom
opisivanju tumorskih stanica (53). Za identificiranje molekula koje su specifi¢ne za dobiveni
m/z omjer mozemo se koristiti dostupnim bazama molekularnih vrsta kao §to je Human
Metabolome Database (HMDB). HMBD je trenutno najve¢a i najopseznija svjetska
metabolomska baza specifi¢na za organizam. Sadrzi vise od 40.000 metabolita 1 vise od 700

metabolic¢kih puteva povezanih s bolestima (54).

MSI eritrocita do sada nije detaljnije istrazivan. Postoji jedan rad ¢iji je cilj bio razviti
tehniku MALDI TOF MSI razmaza krvi u kojem su postavljeni temelji za primjenu tehnike

MSI na krvnom razmazu u klinickoj dijagnostici i istrazivanju (28).

1.6. Periferni razmaz Krvi

Pregled razmaza periferne krvi jeftin je, ali moc¢an dijagnosticki alat i kod djece i kod
odraslih. Cesto pruza brz, pouzdan pristup informacijama o raznim hematoloskim
poremecajima. Razmaz nudi prozor u funkcionalni status kosStane srzi, citopeni¢na stanja (npr.
anemija, leukopenija, trombocitopenija) te je u nekim slucajevima sam periferni razmaz
dovoljan za postavljanje dijagnoze (55). Automatizirani strojevi dostavljaju sve sofisticiranije
podatke o krvnoj slici i morfologiji stani¢nih elemenata i ukljucuju Sirok spektar morfoloskih

abnormalnosti.
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Eritrociti su najbrojnije stanice koje vidimo u perifernom razmazu. Morfoloski pregled
bi klasicno trebao obuhvacati procjenu veliCine, oblika i boje te prisutnosti inkluzija.
Primjerice normalne crvene stanice priblizne su promjera od 7 do 8 um 1 srednjim
volumenom tijela (engl. mean corpuscular volume, MCYV) od priblizno 90 fL. Automatizirani
brojaci dostavljaju informaciju o stvarnoj veli¢ini daju¢i numeric¢ku vrijednost u obliku MCV.
Medutim, MCV moze zavarati u prisutnosti dimorfne populacije mikrocitnih (malih) 1
makrocitnih (velikih) stanica, jer konacni prosjek moze biti normalan. Velik raspon raspodjele
crvenih stanica (engl. red cell distribution width, RDW) sugerira takvu divergentnu
populaciju crvenih stanica razli¢itih veli¢ina (tj. prisutnost anizocitoze), ali ne dopusta izravno

procjenjivanje komponenata koje objasnjavaju promjene u velicini (55).

Crvene krvne stanice su obi¢no viSe ili manje okrugle i imaju glatku konturu.
Promjene u obliku crvenih krvnih stanica (poikilocitoza) imaju razli¢ite implikacije, ovisno o
uocenim specificnim oblicima. Primjeri abnormalnosti oblika koji upucuju na vazan patoloski
proces ukljuCuju: velike stanice ovalnog oblika (makroovalociti) koje sugeriraju
megaloblasti¢ni proces (npr. nedostatak vitamina B12 ili folne kiseline), visok postotak
elipti¢nih stanica (eliptociti) karakteristi¢an je za brojne naslijedene abnormalnosti crvenih
stanica, a fragmentirani eritrociti (shistociti, stanice u obliku kacige, komadi¢i crvenih
stanica) upucuju na uniStavanje unutar krvozilnih prostora Sto se moze dogoditi u
tromboti¢koj trombocitopeni¢noj purpuri, diseminiranoj intravaskularnoj koagulaciji ili
ostecenom protetskom sr¢anom zalisku (56). Stanice u obliku gljive otkrivene su u seriji od

50 ljudi hospitaliziranih s COVID-19 (57).

Jedini do sada poznati marker nedostatka funckije slezene, a kojeg mozemo otkriti u
perifernom razmazu krvi, su Howell-Jollyjeva tjeleSca. To su nuklearni ostaci unutar crvenih
stanica koje se slezenom obi¢no uklanjaju. Pojedinac¢ne su, okrugle, tamno ljubicasto do
crvene boje 1 perifernog smjestaja (58). Nazalost, razmaz periferne krvi nam ne moze
prikazati moguce kemijske promjene u membrani eritrocita koje bi bile posljedica
splenektomije. Takve informacije mogle bi nam koristiti za unaprijedenje dijagnostike i
lijeCenja eventualnih komplikacija u takvih pacijenata. Upravo radi toga okrecemo se

mogucnostima slikovne masene spektrometrije
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ove studije je da postupak splenektomije dovodi do metaboli¢kih promjena koje
¢e se moci uociti kao biomarkeri eritrocita po kojima bi se na razmazu krvi mogle razlikovati
splenektomirane 1 nesplenektomirane osobe te da splenektomija dovodi do razlike u

hematoloskim i biokemijskim parametrima u krvi izmedu dvije skupine ispitanika.
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3. CILJEVI

Glavni je cilj ovog istrazivanja uociti razliku u metabolitima eritrocita u ljudi sa slezenom
1 onih bez slezene. Drugi cilj je izmjeriti hematoloske i biokemijske parametre iz krvi

eksperimentalne 1 kontrolne skupine te na temelju njih uociti moguce razlike izmedu skupina.
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4. ISPITANICI I METODE
4.1.  Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao studija parova. Eksperimentalnu skupinu koju ¢ine osobe
podvrgnute splenektomiji usporeduju se s kontrolnom skupinom koju ¢ine osobe koje imaju

slezenu.

4.2. Ispitanici

Eksperimentalnu skupinu ¢ini 5 osoba koje su podvrgnute splenektomiji na Zavodu za
abodminalnu kirurgiju u Klinickom bolnickom centru u Osijeku u razdoblju od 2017. do
2021. godine. Ispitanike smo pronasSli uz pomo¢ podataka u bolnickom informacijskom
sustavu (BIS). Osim $to su morali biti splenektomirani, kriterij je bio i nepostojanje znacajnih
komorbiditeta te su stoga odabrane samo one osobe koje su splenektomirane radi traume. Od
ukupno 52 osobe koje su bile podvrgnute splenektomiji u navedenom razdoblju, 12 je
operaciju obavilo radi traume. Od navedenihi 12 osoba, dijelom radi zadanih kriterija, a
dijelom radi varijabilnog odaziva, eksperimentalnu skupinu na kraju sacinjava 5 osoba - 2
osobe Zenskog spola dobi 56 1 40 godina i 3 osobe muskog spola u dobi od 21, 51 1 34.

Kontrolnu skupinu ¢ini 5 osoba koje odgovaraju po spolu i dobi osobama iz

eksperimentalne skupine koji su nam dolazili kao dobrovoljni sudionici studije.

4.3. Metode

Studija je dobila miSljenje da su plan rada i metode istrazivanja u skladu s etickim 1
znanstvenim standardima od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek 1
Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Osijek. Takoder, svaki ispitanik je bio
informiran o ciljevima studije te im je urucen informirani pristanak koji su trebali potpisati
ukoliko su odlucili pristati na sudjelovanje u istrazivanju.

Prethodno venepunkeciji ispitanici su bili podvrgnuti klini¢kom pregledu hematologa.
Nakon klinickog pregleda pacijentima je izvrSena venepunkcija. Za planirane pretrage bilo je
potrebno Sest EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid ), pet serumskih, jedna citratna 1
jedna litij-heparin epruveta. Dodatno se uzeo i uzorak krvi za krvnu grupu i za direktni i
indirektni antiglobulinski test (DAT/IAT) — sveukupno Cetrnaest epruveta. Epruvete su se
oznacavale Sifrom ispitanika. Jednu epruvetu krvi (za odredivanje krvne grupe, DAT 1 [IAT)

zaprimio je Zavod za transfuzijsku medicinu, dok je ostale zaprimio Klini¢ki zavod za
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laboratorijsku dijagnostiku radi odredivanja: hematoloskih parametara - leukociti, eritrociti,
hemoglobin, hematokrit, prosjecni volume eritrocita (engl. mean corpuscular volumen, MCV)
prosje¢na masa hemoglobina (engl. mean corpuscular hemoglobin, MCH), prosjecna
koncentracija hemoglobina (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC),
RDW, trombociti, prosje¢ni volumen trombocita (engl. mean platelet volumen, MPV),
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PDH) u eritrocitima, eozinofilni granulociti, bazofilni
granulociti, segmentirani granulociti, limfociti, monociti, sedimentacija eritrocita,
protrombinsko vrijeme (internacionalni normalizirani omjer [eng. international normalized
ratio, INR]), aktivnost fibrinogena, trombinsko vrijeme (TV), aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme (aPTV), D-dimeri, agregacija trombocita arahidonskom kiselinom.
Od biokemijskih pretraga myjerili smo aspartat aminotransferazu (AST), alanin-
aminotransferazu (ALT), alkalnu fosfatazu (ALP), gama-glutamiltransferazu (GGT),
kolinesterazu, alfa-amilazu, laktat dehidrogenazu, glukozu u krvi (GUK), ureu, kreatinin,
urate, ukupni bilirubin, konjugirani bilirubin, nekonjugirani bilirubin, ukupne proteine,
albumin, c-reaktivni protein (CRP), natrij, kalij, kloride, ukupuni kalcij i magnezij, zeljezo,
nezasi¢eni kapacitet vezanja zZeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity, UIBC), ukupni
kapacitet vezivanja zeljeza (engl. total iron-binding capacity, TIBC) saturaciju transferina,
feritin, eritropoetin, folnu kiselinu i vitamin B12. Nadalje mjerili su se i proteini u serumu:
imunoglobulin G, A i M, beta-2-mikroglobulin, haptoglobin, slobodni laki lanci kapa i
lambda te kapa/lambda omjer. Takoder su se protocnom citometrijom myjerili T-limfociti
(CD3+), T-pomagacki limfociti (CD3+ CD4+), T-citotoksi¢ni limfociti (CD3+ CDS8+), B-
limfociti (CD19+), NK-stanice (CD56+) i omjer pomagackih i citotoksi¢nih T-limfocita.
Napravila se 1 elektroforeza proteina iz seruma. Na Zavodu za laboratorijsku dijagnostku

odradena je i analiza dva krvna razmaza slikovnom masenom spektrometrijom.

4.3.1. Testovi koji su koriSteni za laboratorijske pretrage iz krvi

Od testova koriSteni su: potenciometrijsko odredivanje za natrij, kalij 1 kloride,
spektrofotometrijske metode za ukupni kalcij (uz arsenazo-Ill-kromogen) i magnezij (uz
ksilidil plavilo), enzimska metoda s heksokinazom za GUK, spektrofotometrijska metoda
(biuretska reakcija) za ukupne proteine, metoda odredivanja uz indikator (bromkrezol-
zelenilo) za albumin, enzimsko odredivanje oslobodenog amonijaka nakon hidrolize s
ureazom za ureu 1 spektrofotometrijska metoda koja se temelji na prevodenju u

hemoglobincijanid za hemoglobin. Glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu smo mjerili kinetickom
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UV metodom, AST, ALT, laktat dehidrogenazu, GGT, ALP i alfa amilazu IFCC (engl.
International Federation of Clinical Chemistry) metodom na 37°C (opticki test), kolinesterazu
spektrofotometrijom uz kontinuirano mjerenje uz butiriltiokolin na 37°C, kreatinin
enzimskom metodom s optickim testom, urate spektrofotometrijskom UV metodom s
urikazom, cijanokobalamin imunokemijskom metodom, folnu kiselinu imunokemijskom
metodom s kloroperbenzoicnom kiselinom (engl. chloroperbenzoic acid, CPBA) zeljezo
spektrofotometrijski s ferozinom, UIBC spektrofotometrijskom metodom s nitrozo-PSAP-om,
TIBC racunski iz UIBC (TIBC = Fe + UIBC), zasi¢enje transferina racunski iz TIBC 1 konc.
Fe u serumu, a feritin imunokemijskom metodom s obiljezivaCima. CRP smo mjerili
imunoturbidimetrijom, ukupni i konjugirani bilirubin metodom s diazoreagensom (3,5-
diklorfenil-diazonij-tetrafluoroboratom - DPD), a nekonjugirani bilirubin racunski iz razlike
ukupnog i konjugiranog bilirubina. Kapilarnom elektroforezom smo mjerili ukupne proteine,
albumine, alfa 1 globuline, alfa 2 globuline, beta globuline i gamma globuline, a protocnom
citometrijom T limfocite CD3+, T pomagacke limfocite CD3+ CD4+, T-citotoksic¢ne
limfocite CD3+ CD8+, B limfocite CD19+ 1 NK stanice CD56+ (59). Hematoloske parametre
(leukociti, eritrociti, hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH, RDW-CV, retikulociti,
trombociti, MPV) mjereni su metodom impedancije, a MCHC racunski. Diferencijalna krvna
slika - eozinofili, bazofili, segmentirani granulociti, limfociti, monociti - uz pomo¢ analizatora
te sedminataciju eritrocita putem automatizirane metode direktnog mjerenja agregacije
eritrocita (ISED). Koagulacijske parametre (PV INR, trombinsko vrijeme, aPTV, D-dimeri)
uz pomo¢ imunokemijskih metoda. Takoder smo mjerili agregaciju trombocita uz pomo¢
arahidonske kiseline. Eritropoetin smo mjerili kemiluminescentnom imunokemijskom
metodom. Naposlijetku imunoglobulin G, A 1 M, beta-2-mikroglobulin, haptoglobin,

slobodne lake lance kapa i lambda myjerili smo nefelometrijom

4.3.2. Priprema krvnih razmaza za MSI analizu

Priprema krvnih razmaza za MSI analizu odradena je na nacin da su na jednom ITO
stakalcu napravljena po 2 krvna razmaza. Svaki je u€injen od 2 uL EDTA krvi te spremljen
na — 70°C do analize. Nakon temperiranja od 30 minuta u eksikatoru na sobnoj temperaturi
stakalce je uronjeno u 80 % metanol te suSeno na zraku. Krvni razmaz je nakon toga ispran s
1 mL 150 mM amonijeva acetata te potom osuSen na zraku. Nakon §to se razmaz u potpunosti
osusio slijedilo je nanoSenje matrice sublimacijom u iMLayer-u koje je trajalo 4 minute na

automatskim postavkama za sublimaciju uz 9-aminokridin (9-AA). Rekristalizacija je
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provedena u plasticnom zatvorenom spremniku u kojem je postavljen filter papir natopljen 5
% metanolom na 37°C tijekom 5 minuta. Nakon toga slijedilo je 10-minutno suSenje razmaza
u eksikatoru na sobnoj temperaturi nakon kojeg je stakalce bilo spremno za IMS analizu.

Koristene kemikalije 1 instrumenti: 9-AA (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka), 5 %-
tni metanol (MetOH) pripravljen od metanola (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka), amonij
acetat, stakalca presvucena indij kositrovim oksidom (ITO; 15 - 25 Q/sq) (Sigma-aldrich
chemie GmbH, Steinheim, Njemacka), uredaj za  nanosenje matrice
shimadzu iMLayer (Shimadzu Inc., Kyoto, Japan) te iMScope Trio (Shimadzu Inc., Kyoto,
Japan).

4.4. Statisticke metode

Za usporedbu laboratorijskih pretraga iz krvi dviju nezavisnih skupina korististen je t-test
kojim smo usporedivali aritmeticke sredine mjerenih karakteristika svake grupe. Uvjeti koji
nam dozvoljavaju da koristimo t-test su zadovoljeni (nezavisnost grupa, ne postoje statisticki
znacajni ekstremni slucajevi, normalnost koju smo testirali P-P dijagramima, Shapiro-Wilk
testom 1 Kolmogornov-Smirnov testom te homogenost varijanci §to smo testirali Levenovim
testom). Prilikom obrade uzeta je razina rizika od 5 %. Za obradu podataka koriSten je
racunalni program za statisticku obradu IBM SPSS (inacica verzija 24.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, SAD) (60).

Za analizu dva krvna razmaza koristio se Studentov t-test primjenom racunalnog

programa IMAGEREVEAL verzija 1.1. proizvodaca Shimadzu Inc. (Kyoto, Japan)
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5. REZULTATI
5.1.  Rezultati usporedbe laboratorijskih parametara

Splenektomirane osobe, prema nasem istrazivanju, u prosjeku pokazuju viSu razinu
leukocita, glukoze, slobodnih lakih lanaca kapa i lambda te beta globulina od osoba koje

imaju slezenu (Tablica 1.)

Tablica 1: Statisticke vrijednosti laboratorijskih testova mjerenih iz uzoraka krvi

Mjerena Kontrolna Eksperimetnalna
karakteristika skupina skupina P P
M* SD* M SD
Leukociti ( x 10°/L) | 6.42 1.97 9.06 1.00 0.028 -4.92,-0.36
Eritrociti ( x 1012/L) | 4.94 0.36 4.79 0.53 0.602 -0.51,0.82
Hemoglobin (g/L) 14:6 14.05 112.09 | 63.43 0.296 - 34.50,99.51
Hematokrit (L/L) 0.43 0.04 0.43 0.04 0.882 - 0.06, 0.05
Prosje¢ni volumen
eritrocita— MCV | 86.22 5.26 90.10 3.05 0.192 -10.15, 2.39
(fL)
Prosje¢na masa
hemoglobina — MCH | 29.22 1.62 29.52 0.83 0.721 -2.17,1.57
(pg)
Prosjecna
koncentracija
hemoglobina - 339.2 6.72 327.80 10.09 0.069 - 1.09, 23.90
MCHC (g/L)
Raspon raspodjele
crvenih stanica- 12.82 0.95 13.72 0.54 0.103 -2.03,0.23
RDW (%)
Trombociti ( % 264.2
10°/L) 0 38.19 398.60 | 190.15 0.160 -334.41, 65.61
Prosje¢ni volumen
trombocita— MPV | 10.58 0.56 8.80 4.57 0.413 -2.97,6.53
(fL)
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Mjerena Kontrolna Eksperimetnalna s P
karakteristika skupina skupina
M SD M SD
Glukoza 6 fosfat
dehidrogenaza u 231.2
17.95 246.80 23.44 0.271 -46.04, 14.84
eritrocitima 0
(U/10M2E)
Eozinofilni
. 3.80 2.05 2.60 1.82 0.356 - 1.624,4.02
granulociti ( % )
Bazofilni granulociti
0.60 0.55 0.80 0.45 0.545 - 0.929, 529
(%)
Segmentirani
- 53.00 2.74 50.20 5.45 0.335 -3.49,9.09
granulociti ( % )
Limfociti ( % ) 33.40 3.85 36.00 5.24 0.397 -9.31,4.11
Monociti ( % ) 9.20 1.92 9.20 2.78 >0.99 -3.48,3.48
Sedimentacija
eritrocita (mm/3.6 6.20 4.44 15.40 12.58 0.162 -22.96,4.56
KS)
Protrombinsko
vrijeme — INR 0.93 0.07 0.91 0.07 0.591 -0.08,0.13
(omjer)
Fibrinogen-
3.42 0.81 3.76 1.06 0.584 -1.71, 1.03
aktivnost (g/L)
Trombinsko vrijeme
17.94 1.70 17.16 0.83 0.384 -1.17,2.73
—TV (s)
Aktivirano
parcijalno
tromboplastinsko 0.88 0.06 0.85 0.08 0.450 -0.06,0.13
vrijeme — aPTV
(omjer)
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Mjerena Kontrolna Eksperimetnalna p P
karakteristika skupina skupina
M SD M SD
D-dimeri (ng/L 388.8 - 1983.77,
229.11 941.80 | 1368.33 0.399
FEU) 0 877.76
Agregacija
trombocita 104.6
31.56 121.00 31.99 0.466 - 66.76, 33.96
arahidonskom 0
kiselinom (U)
Aspartat amino
24.00 6.67 24.20 9.04 0.969 -11.79,11.39
transferaza (U/L)
Alanin amino
27.60 9.42 21.40 12.44 0.400 -9.90, 22.30
transferaza (U/L)
Alkalna fosfataza
67.20 18.14 100.60 63.31 0.290 -101.32, 34.52
(U/L)
Gama glutamil
21.00 7.00 165.20 | 315.30 0.337 | -469.45,181.05
transferaza (U/L)
. 7055. - 3878.422,
Kolinesteraza (U/L) 2127.40 | 8430.00 | 1169.15 | 0.241
00 1128.42
Alfa Amilaza (U/L) | 65.00 20.68 65.60 6.19 0.952 -22.86, 21.66
Laktat 174.2
. 29.16 186.20 14.04 0.431 -45.38,21.38
dehidrogenaza (U/L) 0
Glukoza (mmol/L) | 4.42 0.16 5.10 0.42 0.010 -1.14,-0.22
Urea (mmol/L) 4.68 0.78 4.88 1.06 0.743 -1.56,1.16
Kreatinin (umol/L) | 75.20 13.14 57.08 29.68 0.247 - 15.36, 51.60
300.4
Urati (umol/L) 0 87.78 306.40 | 100.98 0.923 | -143.98,131.98
Ukupni bilirubin
11.80 6.06 10.60 2.88 0.700 -5.72,8.12
(umol/L)
Konjugirani bilirubin
1.80 1.10 1.40 0.55 0.486 - 0.863, 1.66
(umol/L)
Nekonjugirani
10.20 4.82 9.40 2.51 0.750 -4.80, 6.40
bilirubin (umol/L)
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Mjerena Kontrolna Eksperimetnalna p P
karakteristika skupina skupina
M SD M SD
Ukupni proteini
67.34 2.24 70.38 4.57 0.219 -8.29,2.21
(g/L)
Albumini (g/L) 42.02 1.87 42.88 1.10 0.401 -3.10, 1.38
C-reaktivni protein
1.40 1.36 4.22 3.16 0.104 -6.37,0.73
(mg/L)
137.2
Natrij (mmol/L) 0 3.70 137.60 2.88 0.854 -5.24,4.44
Kalij (mmol/L) 4.26 0.48 4.44 0.15 0.445 -0.70, 0.34
103.4
Kloridi (mmol/L) 0 2.30 103.00 1.23 0.740 -2.29,3.09
Ukupuni kalcij
2.36 0.12 2.40 0.04 0.534 - 0.16, 0.09
(mmol/L)
Ukupni magnezij
0.79 0.08 0.80 0.07 0.706 -0.12,0.09
(mmol/L)
Zeljezo (umol/L) 12.16 6.24 15.48 6.19 0.423 -12.39,5.75
Nezasic¢eni kapacitet
vezanja zeljeza — | 48.64 16.48 40.10 4.10 0.293 - 8.97, 26.05
UIBC (umol/L)
Ukupni kapacitet
vezivanja zeljeza— | 60.80 12.95 55.58 4.68 0.421 -8.98, 19.42
TIBC (umol/L)
Saturacija transferina
21.60 14.38 27.40 9.45 0.473 -23.55,11.95
(%)
-359.77,
Feritin (ug/L) 96.20 | 134.62 198.80 | 209.91 0.384
154.57
Eritropoetin (IU/L) | 10.37 291 6.55 2.95 0.073 - 0.45, 8.09
Folna kiselina
14.94 6.56 14.74 2.15 0.950 -6.92,7.32
(nmol/L)
Vitamin B12 234.8
48.93 326.20 | 112.61 0.135 | -218.02,35.22
(pmol/L) 0
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Mjerena Kontrolna Eksperimetnalna p P
karakteristika skupina skupina
M SD M SD
Imunoglobulin G
9.17 1.49 10.80 1.62 0.136 -3.91, 0.64
(g/L)
Imunoglobulin A
1.61 0.75 241 0.23 0.052 - 1.61, 0.01
(g/L)
Imunoglobulin M
0.86 0.88 1.27 1.98 0.689 -2.63,1.83
(g/L)
Beta-2
mikroglobulin 1.58 0.15 1.62 0.25 0.776 -0.34,0.26
(mg/L)
Haptoglobin (g/L) 1.47 0.34 1.60 0.47 0.636 -0.73,0.47
Slobodni laki lanci
10.28 5.28 18.82 4.65 0.026 -15.79,-1.29
kapa (mg/L)
Slobodni laki lanci
10.52 6.29 20.54 4.57 0.020 - 18.05, - 2.00
lambda (mg/L)
Kapa lambda omjer | 1.08 0.34 0.93 0.22 0.422 -0.27,0.57
T limfociti CD3+
70.20 | 22.31 68.20 5.36 0.850 - 21.66, 25.66
(%)
T pomagacki
limfociti CD3+ 46.60 4.28 41.80 7.86 0.264 -4.42,14.02
CD4+ (%)
T citotoksicni
limfociti CD3+ 28.40 5.08 24.00 10.84 0.435 -7.95,16.75
CD8+ (%)
B limfociti CD19+
8.40 4.28 16.20 7.79 0.085 -16.97, 1.37
(%)
NK stanice CD56+
12.20 6.38 13.00 5.24 0.834 -9.32,7.72
(%)
Omjer pomagackih i
citotoksi¢nih 1.70 0.44 2.10 1.04 0.449 -1.56,0.76
limfocita
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Mjerena Kontrolna Eksperimetnalna p P
karakteristika skupina skupina
M SD M SD
Ukupni proteini
67.34 2.24 70.38 4.57 0.219 -8.29,2.21
(g/L)
Albumini (% ) 63.06 3.52 59.60 3.01 0.134 -1.32,8.24
Alfa 1 globulini
3.88 0.59 4.00 0.53 0.744 -0.94, 0.70
(%)
Alfa 2 globulin (%) | 10.52 1.32 10.82 1.65 0.760 -2.48,1.88
Beta globulini (% ) | 10.60 1.28 11.64 0.55 0.134 -2.48,0.40
Gamma globulini
11.94 1.81 13.98 2.66 0.194 -5.36, 1.28
(%)
Albumin (g/L) 42.46 2.73 41.85 1.33 0.664 -2.52,3.74
Alfa 1 globulini
2.61 0.40 2.82 0.45 0.450 -0.83,0.41
(g/L)
Alfa 2 globulini
7.08 0.89 7.63 1.52 0.504 -2.37,1.27
(g/L)
Beta globulini (g/L) | 7.13 0.80 8.18 0.39 0.030 -1.97,-0.13
Gamma globulini
8.06 1.36 9.90 2.39 0.173 -4.68, 0.99
(g/L)
Omjer
1.73 0.26 1.48 0.18 0.130 -0.09, 0.58
Albumini/globulini

*M-aritmeticka sredina, SD-standardna devijacija, p-znac¢ajnosti, [P-interval pouzdanosti

Iako je statisticCkom obradom dobiveno da u veéini parametara nema statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine, kako se ovdje radi o malom uzorku,

postoji Sansa da se neke razlike nisu pokazale statisticki znaCajne, kao za primjerice

imunoglobulin A i eritropoetin, samo zbog veli¢ine uzorka.
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5.2. Rezultati MSI analize krvnih razmaza

Prilikom MSI analize usporedili smo intenzitet signala molekule adenozin trifosfata

(ATP) i hema iz krvnih razmaza splenektomirane osobe i ispitanika iz kontrolne skupine.

Nasi rezultati pokazali su statisticki znacajnu razliku u koli¢ina signala molekule ATP-a

izmedu uzoraka ispitanika sa slezenom i ispitanika bez slezene (p < 0.001) (slike 1.12.)

Slika 1. Slikovni prikaz MSI analize zbroja signala ATP u krvnom razmazu a) ispitanika bez

slezene 1 b) ispitanika sa slezenom.

m/z: 505.98332

Slika 2. Kutijasti dijagram intenziteta signala ATP-a u ispitanika sa slezenom (HBS) i
ispitanika bez slezene (LSBS). Uzorak HBS pokazuje intenzitet signala s vrijednoséu

aritmetiCke sredine M = 50038.697 (SD = 78273.667) dok je za LSBS SD =39714.947.

Tijekom MSI analize dobili smo i jaci intenzitet signala molekule hema u krvnom
razmazu ispitanika sa slezenom koji nije potvrden statisticki znaajnom razlikom (p = 0.055)
(Slike 3. 1 4.). Jaci intenzitet mogao bi biti posljedica nejednolikog nanoSenja matrice,
obzirom da su molekule hema uvelike ovisne o matrici kada govorimo o ionizaciji, §to nije

slu¢aj za molekule ATP-a.
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a)

Slika 3. Slikovni prikaz MSI analize zbroja signala hema u krvnom razmazu a) ispitanika bez

slezene 1 b) ispitanika sa slezenom.

m/z: 61516459
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Slika 4. Kutijasti dijagram intenziteta signala hema u ispitanika sa slezenom (HBS) i
ispitanika bez slezene (LSBS). HBS ispitanik pokazuje SD = 22411.942. Dok LSBS pokazuje
M =9030.255 (SD = 10451.824).
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6. RASPRAVA
6.1. Laboratorijske pretrage iz krvi

Slezena je vazan organ za odrzavanje odgovaraju¢ih imunoloskih i hematoloskih
odgovora. Medutim, mnoge njene funkcije ostaju nejasne, uglavnom zbog Cinjenice da, za
razliku od vitalnih organa kao $to su jetra ili bubrezi, uklanjanje slezene obi¢no kratkoro¢no
ne ugrozava prezivljavanje. Osim toga, splenektomija postaje sve rjeda, a time 1 prouc¢avanje

njezinog ishoda postaje sve teze

Obzirom da slezena igra vaznu ulogu sekundarnog limfoidnog organa, za ocekivati je da
splenektomija dovodi do oscilacija cirkuliraju¢ih bijelih krvnih stanica. U istrazivanju Rab i
sur. iz 2017. mjerili su razinu imunoloskih parametara i trombocita u 47 pacijenata koji su
podvrgnuti splenektomiji radi traume (61). Medijan eozinofila, bazofila, neutrofila, limfocita 1
monocita bio je poviSen u usporedbi s normalnom populacijom. Takoder, njihovi rezultati
pokazali su povecanu razinu svih vrsta T limfocita dok su serumske razine IgM bile snizene u
usporedbi s normalnom populacijom. Za razliku od IgM protutijela, protutijela IgG 1 IgA
klase bila su povisena. Nasi rezultati nisu pokazali znacajnu razliku izmedu dvije skupine
ispitanika u navedenim parametrima, ali jesu u razini ukupnih leukocita. Povecana razina
leukocita mogla bi se objasniti ¢injenicom da je slezena organ koji u sebi nakuplja veliku
koli¢inu krvnih stanica te je u nedostatku tog organa veca koli¢ina krvnih stanica prisutna na
periferiji. Dodatno mozemo komentirati da tek mali udio limfocita cirkulira u perifernoj krvi
dok je vecina smjeStena u limfoidnim organima. Poznato je da se 15 % ukupnih limfocita
zadrzava u slezeni (62). Istrazivanje Juneja 1 sur. navodi da se povecane razine limfocita
mogu pronaéi i 50 mjeseci kasnije (63). lako se u naSim rezultatima razlika razina limfocita
nije pokazala znac¢ajnom, razine limfocita su ipak nesto viSe u eksperimentalnoj skupini od
kontrolne. Ovaj podatak bi mogao dati pojasnjene za znacajnu razliku ukupnih leukocita s

vec¢om razinom u eksperimentalnoj skupini spram kontrolne.

Sli¢ni nalazi u vezi poviSenih IgA i IgG objavljeni su 1 u ranijem istrazivanju iz 1978. od
Chaimof 1 sur. (64). U naSoj studiji, razine imunoglobulina G i A bile su nesSto vise u
eksperimentalnoj skupini nego u kontrolnoj, ali bez statisti¢ki znacajne razlike. Razine IgM su
se takoder pokazale povecanima u eksperimentalnoj skupini spram kontrolne $to odskace od

dosadasnjih istrazivanja. (65)

Znacajna razlika pokazala se i1 u razini FLC kapa i lambda. Plazma stanice stvaraju viSak

lakih lanaca koji se ne vezu za teske lance, tvore¢i tako potpunu molekulu imunoglobulina,
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ve¢ umjesto toga ulaze u krvotok kao slobodni laki lanci (66). lako se razlika u koli¢ini B
limfocita nije pokazala kao znacajna, razine u eksperimentalnoj skupini bile su ipak nesto vise
nego u kontrolnoj. Povecane razine B limfocita bi mogle objasniti i povecanu razinu

imunoglobulina te FLC.

Broj studija koje su istrazivale razinu trombocita nakon duljeg vremena od operacije je
malen. S druge strane, trombocitoza nedugo nakon splenektomije je pojava koja je dobro
poznata (67, 68). Primjerice jedna studija je pokazala da 75 % pojedinaca razvija
trombocitozu nakon splenektomije (69). IzvijeSteno je da se broj trombocita nakon
splenektomije povecava za 30 % do 100 %, a vrhunac doseze 7 do 20 dana nakon operacije
(70). Ve¢ spomenuto istrazivanje Rab 1 sur. pokazalo je u rezultatima perzistiraju¢u povecanu
razinu trombocita u splenektomiranih pacijenata. U nasem istrazivanju nije potvrdena
statistiCki znacajna razlika, ali u prosjeku, eksperimentalna skupina ipak pokazuje nesto vise

razine trombocita od kontrolne.

U istrazivanju Perl 1 sur. iz 2011. predlazu da je oslabljena kontrola eozinofilnog
odgovora dugotrajni ucinak splenektomije §to postaje ocitim u kontekstu akutnog stresa.
Istrazivanje je provedeno na 29 osoba koje su podvrgnute splenektomiji. Rezultati krvne slike
otkrili su ucestalost pojave poviSenih eozinofila od 14.6 % u usporedbi sa stanjem prije
splenektomijie kada je povecana razina pronadena u samo 2% ispitanika. Nadalje, vrijednosti
eozinofila koje prelaze 1.000/mm3 (maksimalno, 3.070/mm3) pronadene su u 8 pacijenata
nakon splenektomije, ali niti u jednom nalazu tih pacijenata prije splenektomije ili u skupini
kontrola (71). Nasi rezultati nisu potvrdili rezultate navedenog istrazivanja. Ispitanici iz
eksperimentalne skupine pokazuju nesto nizu razinu eozinofilnih granulocita od kontrolne, ali

bez statisticki znacajne razlike.

Nasi rezultati su takoder pokazali statisticki znacajnu razliku u razini beta globulina
dobivenih elektroforezom serumskih proteina. Beta frakcija ima dva vrha oznacena kao B1 1
B2. B1 se uglavnom sastoji od transferina, a 2 sadrzi beta-lipoproteine. IgA, IgM, a ponekad 1
IgG, zajedno s proteinima komplementa, takoder se mogu identificirati u beta frakciji (72).
Ovaj podatak se podudara s rezultatom malo visih razina imunoglobulina u eksperimentalnoj

skupini.

Sve viSe dokazi upucuju na to da slezena sadrzi mati¢ne stanice koje djeluju kao
prekursori stanica gusterace koje proizvode inzulin. Nekoliko studija pokazuje da podudarni

donorski splenociti izravno doprinose regeneraciji otoci¢a gusterace 1 obnavljaju glikemijsku
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kontrolu u miSeva s dijabetesom (17, 18). Postoji jos§ istrazivanja u kojima zivotinjski modeli
Se¢erne bolesti takoder ukazuju na medusobnu vezu izmedu slezene i endokrine funkcije
gusterace (73), ali su studije koje ukljucuju ¢ovjeka jos uvijek malobrojne. U studiji Ley i sur.
iz 2012. izvukli su podatke o razini glukoze u krvi nakon 5 godina od splenektomije u 9
pacijenata koji su podvrgnuti toj operaciji radi traume. Kao kontrolnu grupu izabrali su
pacijente koji su prosli kroz laparotomiju i rekonstrukciju crijeva radi traume ¢iji su podatci o
razini glukoze u krvi takoder bili nakon 5 godina od operacije (16). Njihovi rezultati pokazali
su visu srednju razinu glukoze u pacijenata sa splenektomijom u usporedbi s pacijentima koji
su proli kroz operaciju rekonstrukcije crijeva. Cetiri od devet pacijenata u eksperimentalnoj
skupini su imali posljednju zabiljezenu razinu glukoze u krvi vecu od 130 mg/dL, dok nijedan
pacijent iz kontrolne skupine nije imao vecu razinu glukoze u krvi od 130 mg/dL. Jedan je
pacijent imao novu utvrdenu dijagnozu DM u grupi splenektomija u usporedbi s nijednim u
kontrolnoj skupini. Nasi rezultati podrzavaju povezanost izmedu splenektomije i poviSene
srednje razine glukoze u krvi. Iako postoji nekoliko moguéih objasnjenja, potrebne su buduce
studije s ve¢im brojem pacijenata i preciznijim pra¢enjem glikemije. Ako se potvrdi, u¢inak
splenektomije na metabolizam glukoze moZe imati znacajne implikacije u razmatranju
splenektomije kao izbora lijeenja, kao 1 na potrebu za dugotrajnim pra¢enje DM u bolesnika

koji su prosli tu operaciju.

6.2. MSI analiza krvnih razmaza

Analiza krvnih razmaza putem slikovne masene spektrometrije je metoda u nastajanju
¢ija procedura nije joS u potpunosti optimizirana. U istrazivanju Debaljak 1 sur. (28) uspjeli su
razviti prikladnu proceduru pripreme uzoraka i instrumentalnih postavki za MALDI TOF
MSI, ali se pri analizi jo§S uvijek javljaju manji problemi poput nejednolikog nanoSenja
matrice zbog ¢ega tijekom snimanja uzoraka signali trazenih molekula pojacano dolaze sa
lokalizacija na kojima je matrica gusca, a ne radi toga Sto je prisutnost iste molekule veca.

Takav problem pojavio se 1 tijekom analize nasih uzoraka (slika 3.).

Nasi rezultati MSI analize uzorka splenektomirane osobe i1 zdrave kontrole pokazuju
statisticki znaCajnu razliku u intenzitetu signala ATP-a. Eritrociti stvaraju ATP razgradnjom
glukoze anaerobnim putem u kojem piruvat ostaje unutar citoplazme i pretvara se u laktat.
Ovim se putem dobivaju dvije molekule ATP-a po reakciji (74). Adenozin-trifsofat

predstavlja prototip energijom bogatih spojeva te sudjeluje u brojnim biokemijskim
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reakcijama kao prenosilac energije. Razlog tome je Sto se prilikom hidrolize fosfatnih
anhidridnih veza oslobadaju velike koli¢ine energije (75). Eritrocitima je ATP potreban za
odrzavanje strukture membrana, fosforilaciju glukoze, za funkcije kationskih pumpa te
sintezu glutationa Sto bi znacilo da su sve ove zadaée pri nedostatku ATP-a u
splenektomiranih pacijenata ugrozene (76). Drugim rije¢ima, eritrociti takvih osoba nisu u

potpunosti funkcionalni

Utvrdeno je da nekoliko stresnih ¢imbenika, poput hipoksije i mehani¢ke traume,
dovodi do otpustanja ATP-a iz eritrocita (77). U istrazivanju Sprague i sur. dokazali su da
deformacija eritrocitne membrane dovodi do otpustanja ATP-a (78). Otpustanje ATP-a kao
posljedicu deformacije eritrocitne membrane dokazali su u jo§ nekoliko istrazivanja (79, 80).
Ovaj mehanizam sluzi za regulaciju vaskularnog otpora jer je ATP snazan signal za sintezu
endotelnog dusikovog oksida. Jedna od hipoteza je da se oslobadanje ATP-a izazvano
deformacijama membrane dogada na nacin da defekti mreze spektrina izlazu molekule aktina
transmembranskim proteinima koji se potom aktiviraju i naknadno pokrecu oslobadanje ATP-
a (81). S druge strane, istrazivanja poput onoga Sikore i sur. sugeriraju da je jedino hemoliza

eritrocita izvor takvog otpustanja ATP-a (82).

Eritrociti posjeduju sposobnost prilagodavanja oblikom prolaze¢i kroz krvne Zile.
Patoloski ¢imbenici, poput nedostatka slezene, omogucavaju zadrzavanje slabo savitljivih
eritrocita koji bi mogli pridonjeti jo§ veéem otpustanju ATP-a te posljedicno njegovom
troSenju. Dodatno, promjene u metabolickom statusu starih eritrocita i smanjenje razine
stanicnog ATP-a izazivaju promjene oblika eritrocita i mijenjaju fluktuacije membrane.
Fluktuacije membrane izravno su povezane s vezanjem membranskog dvosloja na mrezu

spektrina koju aktivno kontrolira ATP (83).

SniZena razina ATP-a u splenektomiranih pacijenata bi mogla imati poguban uc¢inak na
regulaciju vaskularnog otpora i povecanu incidenciju stanja ¢iji je glavni patofizioloski
mehanizam povecani vaskularni otpor te nedostatno opskrbljivanje perifernih tkiva kisikom 1i
glukozom. Velika nacionalna kohortna studija sprovedena na tajvanskoj populaciji Jiun-Nong
Lin 1 sur. dokazala je da su ozljeda slezene i1 splenektomija znacajno povezane s povecanim
rizikom od hemoragijskog 1 ishemijskog mozdanog udara (84). Danska kohortna studija
provedena u razdoblju od 1996. do 2012. Rerholt i sur. dokazala je veéi rizik od infarkta

miokarda, pluéne hipertenzije i mozdanog udara u splenektomiranih osoba spram opce

populacije (85). Iako se ovakve komplikacije povezuju s pove¢anom pojavnos¢u tromboze i
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tromboembolije u splenektomiranih pacijenata, snizena proizvodnja ATP-a i regulacija

vaskularnog otpora zasigurno pridonose ovim lo§im ishodima.

Obzirom da su ovo samo preliminarni rezultati dobiveni od malog broja uzoraka, jo$
uvijek ne mozemo govoriti o sigurnom dokazu da pacijenti koji su bili podvrgnuti
splenektomiji u svojim eritrocitima sadrze nizu koli¢inu molekula ATP-a. Daljnje
usavrSavanje metodologije je potrebno kako bi se mogla provesti istrazivanja sa ve¢im brojem

uzoraka 1 rezultatima koji bi mogli potvrditi ovu hipotezu.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci
zakljucci:
— Splenektomija dovodi do oscilacija u koncentraciji imunoloskih parametara mjerenih
iz periferne krvi
— Splenektomija kao mogucu posljedicu ima povisenu razinu glukoze u krvi

— Splenektomija kao mogucu posljedicu ima snizenu razinu ATP-a u eritrocitima
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SAZETAK

8. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA: Glavni je cilj ovog istraZivanja otkriti razliku metabolita
eritrocita u ljudi sa slezenom i onih bez slezene putem slikovne masene spektrometrije. Drugi
cilj je izmjeriti hematoloSke 1 biokemijske parametre iz krvi jedne i druge skupine te na

temelju njih uociti moguce razlike.
NACRT STUDIJE: Istrazivanje je provedeno kao studija parova.

ISPITANICI I METODE: Eksperimenalnu skupinu safinjava 5 osoba koje su bile
podvrgnute splenektomiji dok kontrolnu skupinu €ini 5 osoba koje odgovaraju po spolu i dobi
osobama iz eksperimentalne grupe. Ispitanicima su izmjereni hematoloski 1 biokemijski
parametri iz krvi radi uoCavanja znacajne razlike izmedu grupa te je od njihovih uzoraka
napravljen krvni razmaz kojega smo analizirali MALDI TOF uredajem. Za usporedbu
laboratorijskih pretraga iz krvi dviju nezavisnih grupa koristiSten je t-test. Prilikom obrade
uzeta je razina rizika od 5 %. Za obradu podataka koriSten je racunalni program za statisticku
obradu IBM SPSS (inacica verzija 24.0, SPSS Inc., Chicago) te ImageReveal (Shimadzu,
Kyoto, Japan).

REZULTATI: Prema rezultatima laboratorijskih pretraga iz krvi, splenektomirane osobe,
prema nasem istrazivanju, u prosjeku pokazuju visu razinu leukocita, glukoze, slobodnih lakih
lanaca kapa 1 lambda te beta globulina od osoba koje imaju slezenu. MSI analiza krvnih

razmaza pokazuje viSu razinu ATP-a u zdravih kontrola.

ZAKLJUCAK: Splencktomija dovodi do oscilacije koncentracija imunoloskih parametara
mjerenih iz krvi. Splenektomija bi mogla kao posljedicu imati povecane razine glukoze u

krvi. Eritrociti splenektomiranih osoba bi mogli imati nizu razinu ATP-a.

KLJUCNE RIJECI: ATP; eritrociti; krvne pretrage; slezena; slikovna masena

spektrometrija;splenektomija
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9. SUMMARY

Erythrocyte markers of splenectomy

OBJECTIVES: The main goal of the research was to discover the differences in the red
blood cells metabolites in people with a spleen versus people without the spleen via imaging
mass spectrometry. Other goals were to measure and differentiate the bloods hematological

and biochemical parameters in both groups.
STUDY DESIGN: Research was conducted as match pair study.

SUBJECTS AND METHODS: Experimental group consisted of 5 people who had
splenectomy and control group consisted of 5 people who matched the experimental group by
age and sex. Blood hematological and biochemical parameters were measured for
differentiation and blood smears were analyzed by MALDI TOF device. To compare
laboratory tests in both groups t-test was used. A risk level of 5 % was calculated during the
tests. For statistical analysis and data processing computer programs IBM SPSS (version 24.0,

SPSS Inc., Chicago) and ImageReveal (Shimadzu, Kyoto, Japan) were used.

RESULTS: According to laboratory tests of blood samples in conducted research people who
had had splenectomy show higher levels of leucocytes, glucose, free kapa and lambda chains
and beta globulins compared to people who had not been splenectomised. MSI analysis of

blood smears shows higher levels of ATP in healthy individuals.

CONCLUSION: Splenectomy does affect oscillation of immunological parameters
concentrations measured from blood samples. As a result of splenectomy there is a possibility

for higher blood glucose levels and lower erythrocytes ATP levels.

KEY WORDS: ATP; blood tests; erythrocytes; imaging mass spectrometry; spleen;

splenectomy
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