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1. UVOD
1.1. Eritrociti

Eritrociti su bikonkavne crvene krvne stanice koje nastaju eritropoezom u kostanoj
srzi. Bikonkavni disk ima najve¢i omjer povrSine i volumena §to je nuzno za funkciju izmjene
plinova. Takoder, specifi¢an oblik, kao i membrana, osiguravaju visok stupanj fleksibilnosti, a
to je vrlo bitno za prolaz kroz uske kapilare (Hamidi i1 Tajerzadeh, 2003). Eritrociti nemaju
mitohondrije, stoga je glavni metabolicki put anaerobna glikoliza, a sam eritrocit je uspjesan
prijenosnik kisika, buduéi da isti ne koristi u svom metabolizmu. Poremecaji eritrocita se
odrazavaju karakteristicnim morfoloSkim promjenama, stoga je bitno detektirati i

kvantificirati morfolo$ke abnormalnosti.

1.1.1. Eritropoeza

Eritropoeza jest organizirani proces koji odrZava stalnu koncentraciju eritrocita.
Dnevno se stvara 3 x 10° eritrocita po kilogramu tjelesne mase (Labar, 2017). Ogroman
kapacitet proizvodnje eritrocita uravnotezen je uklanjanjem starih eritrocita od strane
makrofaga u slezeni 1 jetri. Sazrijevanje eritrocita se odvija u zZumancanoj vre¢i u prvom
gestacijskom tromjesecju, u drugom gestacijskom tromjesecju se odvija u jetri i slezeni, a u
treCem tromjesecju se premjesta u kostanu srz koja postaje trajno mjesto eritropoeze (Sucié,
2020). Eritroidna homeostaza je visoko reguliran proces. Stanice mikrookolisa koStane srzi
stvaraju faktore rasta potrebne za daljnje diferenciranje stanica. Klju¢ni faktori rasta za
eritropoezu su faktor rasta mati¢nih stanica (engl. stem cell factor, SCF) i eritropoetin (EPO).
Ishodi$na stanica, iz koje zapoc€inje cijela hematopoeza, naziva se pluripotentna mati¢na
stanica (PMS). Iz nje diferencijacijom nastaje multipotentna mijeloidna stanica (MMS) i
limfoidna mati¢na stanica (LMS). Iz MMS se diferencira mijeSani mijeloidni progenitor CFU-
GEMM (engl. colony forming unit — granulocyte, erythroid, megakaryocyte and monocyte).
Iz CFU-GEMM se pod utjecajem SCF, interleukina 3 (IL-3) i granulocitno-makrofagnog
faktora stimulacije rasta kolonija (engl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor,
GM-CSF) diferencira usmjerena stanica, progenitor, za eritropoezu BFU-E (engl. burst
forming unit - erythroid), najranije usmjerena matic¢na stanica koja se moze klasificirati kao
eritroidna stanica. BFU-E stvara subpopulaciju stanica koje stvaraju eritroidni progenitor
CFU-E (engl. Colony forming unit - erythroid). Na CFU-E najintenzivnije djeluje eritropoetin
zbog brojnih EPO receptora . EPO prevenira apoptozu CFU-E te inducira njihovu klonalnu
ekspanziju i1 nastanak proeritroblasta. Proeritroblast je najnezrelija, morfoloski prepoznatljiva

stanica eritrocitne loze. Jezgra zauzima najveci dio stanice, a ispunjena je sitnim mreZastim



kromatinom. Proeritroblast je bazofilan zbog velike koli¢ine ribonukleinske kiseline (engl.
ribonucleic acid, RNA). U jezgri se vidi perinuklearni halo; podru¢je mitohondrija. 1z jednog
proeritroblasta nastane u prosjeku 8 eritrocita. Sljedeci razvojni oblik eritrocita jest bazofilni
proeritroblast koji je neSto manji. U citoplazmi se nazire crvenkasto obojenje jer se
hemoglobin poceo sintetizirati. Za normalnu sintezu deoksiribonukleinske kiseline (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA), nuZzni su vitamini B12 1 B9, a za stvaranje hemoglobina,
potrebno je 1 Zeljezo. Stvaranjem hemoglobina, prelazi se u polikromatofilni eritroblast.
Njegova citoplazma je obilna i sivo-plava uslijed acidofilnosti hemoglobina. Kromatin je
grubo i1 nepravilno kondenziran te je to posljednja stanica u razvoju eritrocita koja se dijeli. U
sljede¢em stadiju, stadiju acidofilnog eritroblasta, jezgra je reducirana odnosno dolazi do
ekstrudacije jezgre koju makrofagi fagocitiraju. Sljedeci stadij je retikulocit, mladi eritrocit,
stanica bez jezgre, s ostacima RNA u citoplazmi koji se boje metilenskim modrilom te se vide
kao ljubicasto plave inkluzije. Retikulocit sazrijeva u vremenu od dva do tri dana, prvu
polovicu sazrijeva u kostanoj srzi, a drugu u cirkulaciji, pretezno u slezeni pri ¢emu gubi
RNA. (Labar, 2017). RNA u retikulocitima je nuzna za formiranje zrelog eritrocita (Lee 1 sur.

2014). Na slici 1 su prikazani razvojni oblici eritrocita tijekom eritropoeze.
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Slika 1. Eritropoeza (Zivot i sur., 2018)

1.1.2. Membrana eritrocita

Razvoj i1 funkcija eritrocita su uvjetovani membranom eritrocita. Membrana selektivno
zadrzava organske komponente u eritrocitu poput 2,3-bifosfoglicerata (2,3-BPG) te jednako
tako propusta nepotrebne produkte metabolizma iz eritrocita. Zahvaljuju¢i sposobnosti
vezanja za enzime, sudjeluje u regulaciji glikolitickog ciklusa. Kroz membranu se odvija i tzv.
pomak klorida; balans izmedu CO, i CI- §to je od vitalne vaznosti za acidobaznu ravnotezu,
ionsku ravnotezu te sami prijenos CO, iz tkiva u plu¢a. Membrana je odgovorna za ¢vrstocu i
fleksibilnost eritrocita Sto mu osigurava prolaz kroz uske kapilare u slezeni i1 posljedicno

zivotni vijek u cirkulaciji od 120 dana (McKenzie, 2014.). Na slici 2 prikazan je shematski



prikaz membrane eritrocita. Tri su osnovna strukturna dijela membrane: lipidni dvosloj,
integralni membranski proteini te periferni membranski proteini koji ¢ine vlaknastu mrezu
membranskog skeleta. Lipidni dvosloj osigurava kontinuitet membrane i sluzi kao matriks za
transmembranske proteine. S vanjske strane se nalaze ugljikohidratne komponente koje
odreduju antigensku strukturu eritrocita. Glavni integralni protein je vezni protein 3 koji sluzi
kao anionski izmjenjivac te kao spona izmedu lipidnog dvosloja i membranskog proteinskog

skeleta.
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Slika 2. Shematski prikaz membrane eritrocita (Kim i sur., 2017)

Od integralnih proteina prisutni su jos i glikoforini A, B, C i D te akvaporin 1.
Periferne membranske proteine, odnosno membranski skelet ¢ine spektrin, aktin, protein 4.1,
vezni protein 4.2, ankirin, aducin, dematin, tropomiozin i tropomodulin. Savitljivost
membrane je posljedica regulacije proteinskih interakcija. Mehanizmi koji sudjeluju u
regulaciji su: fosforilacija proteina membrane, unutarstanicna promjena koncentracije
magnezija, posredstvom kalmodulina te promjenom sadrzaja 2,3- BPG. (Labar, 2017 ; Kim 1
sur., 2017). Poremecaji membrane eritrocita su nasljedne bolesti do kojih dolazi uslijed
mutacija u genima koji kodiraju za membranske ili skeletne proteine. Rezultat mutacija je
smanjena fleksibilnost i Zzivotni vijek eritrocita zbog njihova preranog uklanjanja iz
cirkulacije. Eritrocitne membranopatije uklju¢uju nasljednu sferocitozu, nasljednu

eliptocitozu, nasljednu ovalocitozu i nasljednu stomatocitozu (Barcellini, 2011).

1.1.3. Metabolizam eritrocita
Najvazniji metabolicki ciklus u eritrocitu je Embden-Meyerhofov ciklus anaerobne

glikolize u kojem se pretvorbom glukoze do laktata stvaraju dvije molekule adenozin



trifosfata (ATP). ATP koristi membranska ATPaza za odrzavanje stalnog volumena eritrocita
1 osmotskog tlaka regulacijom izlaska 3 natrijeva iona iz stanice i ulaska 2 kalijeva iona u
stanicu. U ciklusu su aktivna 3 podciklusa ili "shunta"; heksoza-monofosfatni ciklus,
Rapoport-Liiberingov ciklus i methemoglobin reduktaza ciklus. U heksoza monofosfatnom
shuntu, stvara se reducirani oblik koenzima nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)
koji je koenzim glutation reduktaze. Glutation reduktaza reducira glutation koji §titi stanicu
od reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species, ROS) te odrzava sulthidrilne
skupine na hemoglobinu reduciranima. Kada je heksoza-monofosfatni ciklus defektan,
primjerice zbog deficita glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PDH), SH skupine hemoglobina
se nalaze u oksidiranom obliku $to dovodi do denaturacije i precipitacije hemoglobina u formi
Heinzovih tjelesaca (McKenzie, 2014). U Rapoport-Liiberingov ciklusu, uz utrosak jedne
molekule ATP, nastaje 2,3-BPG koji je u eritrocitima prisutan u priblizno istoj koncentraciji
kao hemoglobin (priblizno 2 mM). Djeluje kao alostericki efektor, smanjujuéi afinitet
hemoglobina za kisik te tako omogucava u¢inkovit prijenos kisika u tkiva (Stryer, 2013). U
methemoglobin reduktaza ciklusu stvara se nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) koji je
koenzim enzimu methemoglobin reduktazi. Methemoglobin reduktaza reducira

methemoglobin (Fe**) u aktivni hemoglobin (Fe?*) (Labar, 2017).
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Slika 3. Prikaz metabolickog puta u eritrocitu (Suci¢, 2020)



1.1.4. Hemoglobin

Hemoglobin je globularni protein, tetramer koji se sastoji od 2 para podjedinica.
Svaka podjedinica se sastoji od polipeptidnog lanca i hema. Hem je kompleks tetrapirolne
jezgre (protoporfirina IX) 1 atoma Zeljeza koji veZe molekulu kisika. Mehanizam vezanja je
kooperativan; vezanje kisika uzrokuje konformacijsku promjenu podjedinice, a to inducira
konformacijsku promjenu ostalih podjedinica 1 tako olakSava vezanje kisika. Ovakav
mehanizam se manifestira sigmoidnim oblikom krivulje disocijacije oksihemoglobina. Na
krivulju disocijacije utjecu alostericki efektori poput 2, 3, BPG, CO, i H, (Stryer, 2013).
Promjene u koncentraciji efektora utjeCu na afinitet hemoglobina za kisik. Takoder, razni
nedostaci u sintezi ili strukturi hemoglobina (eritrocita) mogu dovesti do oslabljene
sposobnosti hemoglobina za prijenos kisika. Fizioloski postoji 6 vrsta polipeptidnih lanaca:
dvije tijekom ranog embrionalnog Zivota (g, ) te 4 tijekom fetalnog Zivota i nakon rodenja (a,
B, v, 0). Kod odraslih osoba u eritrocitima su prisutni HbA (2a i1 23), HbA2 (2a. 1 26) i HbF
(2a. 1 2y). Dokazano je postojanje nekoliko manjih komponenti hemoglobina A, tako da
postoje HbAlal, HbAla2, HbAIb i HbAlc. Zamjenom jedne aminokiseline u sintezi
hemoglobina nastaju kvalitativne abnormalnosti (strukturalne) hemoglobinopatije, dok
smanjena sinteza jednog hemoglobinskog lanca dovodi do kvantitativnih abnormalnosti;

talasemija (Tietz, 2018).

1.1.5. Zeljezo

Zeljezo je esencijalni mikroelement, sastavni dio brojnih enzima i hem proteina. Dvije
tre¢ine ukupnog Zeljeza u organizmu nalazi se u hemoglobinu, dok se ostatak nalazi u
mononoklearno-makrofagnom sustavu u obliku feritina i hemosiderina koji ¢ine rezerve. Ima
vaznu ulogu u oksido-redukcijskim procesima i prijenosu kisika. Unosi se hranom, gdje se
vec¢inom nalazi u feri obliku Fe3*. Da bi se apsorbiralo, zeljezo mora preéi u fero oblik Fe?* uz
pomo¢ citokrom d reduktaze na enterocitima. Uz pomo¢ dvovalentnog metalnog prijenosnika
DMTT1 ulazi u enterocit, potom se uz pomo¢ feroportina prenosi do bazalne membrane gdje se
pomocu hefestina ponovno pretvara u feri oblik 1 kao takav se veze za transferin; glavnog
nosaca Zeljeza u organizmu. Transferin omogucava unos Zeljeza u stanicu vezuci se za
transferinske receptore. Iako ne postoji aktivni mehanizam ekskrecije Zeljeza, postoje dnevni
gubici koji se precizno reguliranim metabolizmom nadoknaduju apsorpcijom iz crijeva
usprkos niskoj biodostupnosti zeljeza iz hrane. Glavni regulator metabolizma Zeljeza je jetreni
hormon hepcidin koji negativhom povratnom spregom suprimira efluks zeljeza iz makrofaga,

hepatocita 1 enterocita. Jetrene stanice primaju signale 1 odgovaraju transkripcijskom



regulacijom ekspresije hepcidina. Ekspresija hepcidina regulirana je statusom zeljeza,
upalom, hipoksijom, anemijom 1 eritroidnim faktorima. (Tandara, Salamunic 2012). Hipoksija
inducira proizvodnju eritropoetina u bubrezima preko ¢imbenika induciranog hipoksijom
(engl. hypoxia inducible factor, HIF). Eritropoetin poti¢e eritropoezu u kojoj eritroblasti
proizvode eritroferon koji suprimira sintezu hepcidina u jetri uslijed povecane potrebe za
zeljezom (Coffey, Ganz 2018). S druge strane, upalni citokini, posebice interleukin 6 (IL-6),
induciraju proizvodnju hepcidina. Uslijed kronicne upale dolazi do poremecenog
metabolizma Zeljeza odnosno anemije kronicne bolesti, a kljuni medijator je hepcidin.
Nedostatak Zzeljeza u organizmu naziva se sideropenija koja moze napredovati do
sideropeni¢ne anemije tj. nemogucnosti sinteze funkcionalnog hemoglobina uslijed

nedostatka zeljeza.

1.2. Parametri crvene krvne slike

Kompletna krvna slika (KKS) je osnovna hematoloska pretraga. Ukljucuje broj
eritrocita, hemoglobin, eritrocitne konstante, broj leukocita, broj trombocita i1 diferencijalnu
krvnu sliku (DKS) koja daje podatke o relativnom 1 apsolutnom udjelu subpopulacija
leukocita. KKS je neophodna u dijagnosticiranju anemije, hemato-onkoloSkih bolesti,
infekcija, akutnih hemoragijska stanja, alergija i imunodeficijencija (Celkan, 2019). Crvena
krvna slika obuhvaca broj eritrocita (x 10'%/L), koncentraciju hemoglobina (g/L), hematokrit
(L/L) koji predstavlja omjer volumena eritrocita 1 volumena pune krvi, prosjecni volumen
eritrocita (fL) (engl. mean corpuscular volume, MCV), prosjecni sadrzaj hemoglobina u
eritrocitu (pg) (engl. mean corpuscular hemoglobin, MCH), prosje¢nu koncentraciju
hemoglobina u jednoj litri krvi (engl. mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC),
razdiobu eritrocita po volumenu (engl. red blood cell Distribution Width, RDW) te
retikulocite izrazene u promilima ili kao apsolutni broj (x 10%/L). Tablica 1. sadrZi referentne
intervale

parametara crvene krvne slike za odraslu populaciju.

(https://homunizam.files.wordpress.com/2020/03/harmonizacija-laboratorijskih-nalaza.pdf).

Tablica 1. Referentni intervali pretraga crvene krvne slike za odraslu populaciju

.. Referentni interval | Referentni interval
Jedinica 9 ) .
(muskarci) (zene)
Eritrociti x1012/L 4,34 -5,72 3,86 - 5,08
Hemoglobin g/L 138 - 175 119 - 157



https://homunizam.files.wordpress.com/2020/03/harmonizacija-laboratorijskih-nalaza.pdf

Hematokrit LL 0,415 — 0,530 0,356 — 0,470
MCV fL 83.0-97.2 83.0-97.2
MCH pg 27.4-33.9 27.4-33.9

MCHC o/l 320 - 345 320 - 345
RDW % 9.0 15,0 9.0 15.0
Retikulociti /1000 eritrocita 5.0-21.6 5.0-21.6
(%0)
Retikulociti x109/L 22 -97 22 -97

Formule prema kojima se racunaju eritrocitni indeksi (Tietz, 2018):
- MCV (fL) =10 x Hct (%) / Erc (10%uL),
- MCH (pg) = Hb (g/L) / Erc (x10'%/L),
- MCHC (g/L) =Hb (g/L) / Het (L/L).

1.3. Anemije

Anemija je najcesS¢i poremecaj eritrocita, ali 1 jedan od najceS¢ih javnozdravstvenih
problema. Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO)
definira anemiju kao stanje u kojem je koncentracija hemoglobina u eritrocitima ispod donje
granice referentnog intervala, za odrasle muskarce <130 g/L, a za Zene <120 g/L (Cappellini,
2015). Simptomi anemije su nespecifi¢ni; umor, slabost, zaduha, vrtoglavica, tahikardija pri
mirovanju 1 dr. Za dijagnozu anemije, uz lije¢nicki pregled, potrebna je laboratorijska obrada
s kojom se moze utvrditi tezina i etiologija anemije. Inicijalno je potrebno napraviti pretragu
KKS, a ovisno o rezultatima, potrebno je uciniti dodatne testove kao Sto su: broj retikulocita/
retikulocitni indeksi, pregled razmaza periferne krvi, elektroforeza hemoglobina, osmotska
rezistencija eritrocita, koncentracija feritina, haptoglobina, kreatinina, metilmalonske kiseline
i dr. kako bi se odredila vrsta anemije (McKenzie, 2014). Anemije mogu biti klasificirane po
patofiziologiji nastanka, po morfologiji eritrocita ili kombinacijom patofiziologije nastanka i
morfologije eritrocita. Morfoloska klasifikacija ukljucuje kategorije koje se temelje na
eritrocitnim indeksima MCV (normocitna, makrocitna i mikrocitna) i MCH (normokromna,
hipokromna). Prema patofizioloSkoj / funkcionalnoj klasifikaciji, anemija je posljedica raznih

mehanizama koji dovode do poremecenog stvaranja eritrocita, ubrzanog propadanja eritrocita
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ili povecanog gubitka eritrocita. Medu uzrocima poremeéenog stvaranja eritrocita mogu biti
hipoproliferacijske anemije koje su posljedica oStecenja koStane srzi ili smanjene stimulacije
eritrocitopoeze. S druge strane, poremecaj u sazrijevanju moze biti posljedica poremecaja
sinteze jezgre ili citoplazme eritrocita ¢iji su uzroci nedostaci Zeljeza, vitamina B9 ili B12.
Hemoliticke anemije karakterizirane su ubrzanim propadanjem eritrocita. Uzroci su defekti u
sintezi enzima ili membrane eritrocita, a mogu biti 1 inducirane razli¢itim lijekovima 1
toksinima. Krvarenje koje moze biti akutno ili kroni¢no, uzrok je povecanom gubitku
eritrocita. Anemije je ponekad teSko klasificirati jer mogu biti ¢imbenik vise etiologija

istovremeno (Suci¢ 2021).

1.3.1. Sideropeni¢na anemija

Sideropeni¢na anemija je anemija karakterizirana nedostatkom zeljeza za stvaranje
funkcionalnog hemoglobina. Do nedovoljnih koli¢ina Zeljeza u organizmu moze do¢i uslijed
neadekvatnog wunosa/ apsorpcije Zeljeza, povecanog gubitka krvi ili poremecéenog
metabolizma Zeljeza (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK448065/). Tri su faze
nedostatka zeljeza u organizmu. U prvoj fazi, zeljezo je sniZeno u rezervama tj. serumski
feritin je ispod granice referentnog intervala (RI), dok su Zeljezo 1 hemoglobin unutar RI. U
drugoj fazi, serumsko Zeljezo je snizeno, rezerve zeljeza su iscrpljene, saturacija transferina
zeljezom je reducirana, a ukupna sposobnost vezanja zeljeza (engl. total iron binding
capacity, TIBC) je povecana. U trecoj fazi, nedostatak Zeljeza se reflektira na hemoglobin
koji je u krvi ispod referentnog intervala, eritrociti su hipokromni i mikrocitni (slika 4), (Hb,
MCV, MCH su snizeni); doSlo je do sideropeni¢ne anemije. Najucinkovitiji test za
utvrdivanje manjka Zeljeza u organizmu je serumski feritin. Zeljezo u serumu i nezasiéeni
kapacitet vezanja Zeljeza (engl. umsaturated iron binding capacity, UIBC) imaju nisku
prediktivnu vrijednost, dok TIBC nije osjetljiv parametar za rane faze nedostatka Zeljeza

(Cascio, DeLoughery 2016).

Slika 4. Sideropeni¢na anemija, hipokromni eritrociti, mikrociti (Horvat 2021)



1.3.2. Megaloblasti¢na anemija

Nedostatak vitamina B12 i/ ili vitamina B9 dovodi do poremecaja u sintezi DNA §to
rezultira megaloblastiénom makrocitnom anemijom. Uzroci nedovoljne koli¢ine vitamina su
neadekvatan unos, malapsorpcija, manjak intrinzi¢nog faktora za apsorpciju vitamina B12; u
tom slucaju radi se o pernicioznoj anemiji. Folat B9 i cijanokobalamin B12 su ukljuceni u
metabolizam metilacije koji je nuzan za konverziju deoksiuridilata u deoksitimidilat koji je
potreban u sintezi DNA. Ako jednog od tih vitamina nedostaje, dolazi do smanjenih
koncentracija timidina dostupnog za sintezu DNA te se jezgra se ne moZe podijeliti (Socha,
DeSouza, 2020). Istovremeno se citoplazma priprema za diobu i buja. Nesrazmjer jezgre i
citoplazme rezultira megaloblastima eritrocitne loze i hipersegmentacijom granulocita u
koStanoj srzi i1 u perifernoj krvi. Megaloblasti brze propadaju, a to rezultira poviSenim
vrijednostima laktat dehidrogenaze (LDH) i bilirubina. MCV i MCH su poviSeni. Serumske
vrijednosti B12 i B9 nisu dovoljno specifi¢ni parametri da bi se potvrdila anemija uzrokovana
deficitom istih, stoga se preporuca uz njih, odrediti 1 koncentracije metilmalonilske kiseline i
homocisteina. Deficit B12 posljedi¢no uzrokuje poviSenje vrijednosti metilmalonske kiseline
koja je osjetljiviji 1 specificniji parametar od direktnog mjerenja serumske koncentracije B12.
Nakupljanje homocisteina uzrokuje deficit B12 i B9, stoga kod sumnje na deficit B9 treba
mjeriti homocistein uz metilmalonsku kiselinu ¢ije nakupljanje uzrokuje samo deficit B12
(Cascio, DeLoughery 2017). Na slici 5 je prikazan karakteristican razmaz periferne krvi kod

megaloblasticne anemije.
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Slika 5. A) hipersegmentirani neutrofil, B) makrociti, C) fragmenti crvenih krvnih stanica (preuzeto s:
American Society of Hematology; Li, Sieff, 2016)
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1.3.3. Hemoliticke anemije

In vivo hemoliza predstavlja prerano raspadanje eritrocita u cirkulaciji ili u
mononuklearno-makrofagnom sustavu. Ukoliko se dogada u cirkulaciji, radi se o
intravaskularnoj hemolizi koja je najceS¢e uzrokovana toksinima. Ekstravaskularna hemoliza
podrazumijeva aktivaciju makrofaga imunoglobulinima vezanima na povrsinu eritrocita kod
autoimunosnih hemolitickih anemija te ubrzanu razgradnju eritrocita u slezeni uslijed fizickih
promjena u strukturi hemoglobina ili membrane eritrocita ( Radi¢- Antolic, 2021). Biljezi in
vivo hemolize su poviSene vrijednosti unutarstani¢nih enzima LDH 1 AST, dok c¢e
koncentracija haptoglobina biti sniZzena uslijed vezanja slobodnog hemoglobina koji se
oslobada iz liziranih eritrocita (Simundi¢, 2012). Indirektni bilirubin je takoder povisen jer se
liza eritrocita odvija brze od mehanizma konjugacije bilirubina. Karakteristi¢an je porast broja
retikulocita kojima se zeli nadoknaditi pretjerana liza stanica, dok je broj eritrocita sniZen.
Kada se utvrdi prisutnost in vivo hemolize, potrebno je odrediti uzrok. Cetiri glavne skupine
hemolitickih anemija su: imunosne hemoliticke anemije, hemoliticke anemije uzrokovane
poremecajima hemoglobina, hemoliticke anemije zbog poremecaja enzima eritrocita te one
uzrokovane poremecajima u membrani eritrocita. Tablica 2. prikazuje klasifikaciju

hemolitickih anemija te testove kojima se ispituju (Jamwal, 2020).

Tablica 2. Klasifikacija hemolitickih anemija

Grupa poremecaja Primjeri Laboratorijski testovi

autoimunosna hemoliti¢ka

anemija (AIHA), hemoliticka
Imunosni hemolitic¢ki Coombsov test (direktni
. bolest novorodencadi, hemoliticke ‘ o
poremecaji . L . antiglobulinski test)
transfuzijske reakcije, lijekovima

inducirana hemoliza

Poremecaji _ - . ‘
‘ hemoglobinopatije, talasemije elektroforeza hemoglobina
hemoglobina
Poremecaji enzima kvalitativni 1 kvantitativni
deficit G6PDH, deficit PK
eritrocita enzimski testovi
‘ S evaluacija razmaza periferne
. sferocitoza, eliptocitoza, . ‘ -
Poremecaji ‘ o ‘ krvi, osmotska rezistencija,
o piropoikilocitoza, ovalocitoza, . .
membrane eritrocita PNH; protocna citometrija;

stomatocitoza, PNH .
nedostatak CD55 1 CD59
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U nastavku su objasnjene kratice:
- GO6PDH = glukoza-6-fosfat dehidrogenaza,
- PK = protein kinaza,
- PNH = paroksizmalna no¢na hemoglobinurija,

- CD55, CD59 = klasteri diferencijacije (engl. cluster of differentiation, CD).

Kod membranopatija, nasljednih hemolitickih anemija, u razmazu periferne krvi dominira
izmijenjeni oblik eritrocita (poikilocitoza) pa su tako kod sferocitoze, eliptocitoze, ovalocitoze
u razmazu prisutni sferociti, eliptociti i ovalociti $to predstavlja dobar trag pri postavljanju

dijagnoze (slika 6).

Slika 6. Razmaz periferne krvi hemolitickih anemija A) sferocitoza, B) eliptocitoza, C) stomatocitoza,
D) talasemija, E) anemija srpastih stanica (Kim i sur., 2017)

1.4. Nacelo rada hematoloskih brojaca

Prvi automatizirani hematoloski broja¢i pojavili su se sredinom pedesetih godina
prosSlog stolje¢a 1 zasnivali su se na Coulterovu principu (nacelu impedancije). Nacelo
promjene otpora/ impedancije se temelji na prolazu stanica suspendiranih u poznatom
elektrolitskom razrjedenju kroz uski otvor izmedu dviju elektroda. Razrjediva¢ koji sadrzi
elektrolite sluzi kao vodi¢ konstante elektri¢ne struje izmedu dvije elektrode. Stanice su losi
elektriéni vodi¢i pa prolaskom kroz otvor onemogucuju prolaz struje Sto se manifestira kao
povecanje elektricnog otpora 1 posljedicno mjerljivih promjena u naponu. Svaka stanica
izaziva impuls otpora $to omogucuje brojanje, a veli¢ina impulsa je proporcionalna s
volumenom stanice (https://hematologyacademy.com). Impulsi se razvrstavaju prema

njihovoj amplitudi te se dobiveni podaci prikazuju graficki; apscisa sadrzi veli¢inu stanice, a
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ordinata njihov relativan broj. Uporabom litickih reagensa moguce je odvajanje leukocita u tri
populacije: limfociti, monociti 1 granulociti (Labar, 2017). Jedno od ograni¢enja metode
promjene impedancije je recirkulacija stanica koja moze uzrokovati lazno povecanje broja
stanica. Problem recirkulacije stanica moze se rijesiti na vise nac¢ina; primjenom bo¢nog toka
reagensa za uklanjanje stanica, primjenom Behrenovih ploca koje osiguravaju da se
recirkulacija stanica odvija dalje od zone detekcije 1 najimplementiranijim naéinom;
hidrodinamickim fokusiranjem. Kod hidrodinamickog fokusiranja, struja uzorka je obavijena
omotatem tekuc¢ine, Sto maksimalno sprjeava recirkulaciju stanica. Hematokrit, MCH 1
MCHC  izracunavaju se formulama. Odredivanje  hemoglobina  odvija se
spektrofotometrijskom metodom uz cijanmethemoglobin na starijim analizatorima ili na
novijim analizatorima, uz netoksi¢ni natrijev dodecil sulfat (engl. sodium lauryl sulfate, SLS).
Druga najzastupljenija metoda mjerenja u hematoloskim analizatorima je opti¢ka metoda u
kojoj se stanice u hidrodinamicki usmjerenom toku obasjavaju fokusiranom laserskom
zrakom. Uslijed apsorpcije, refrakcije, refleksije i ogiba svjetlosti dolazi do rasprSenja zrake.
Fotodetektori pretvaraju rasprSene zrake u elektricne impulse ¢ija je amplituda proporcionalna
volumenu stanice. Broj impulsa je proporcionalan broju stanica koje prolaze kroz osvijetljeno
podrucje. Mjerenje rasprSenog svjetla pod dva kuta (2,5° do 3,5° 1 5 do 15°) u smjeru prema
naprijed omogucuje istovremeno odredivanje broja crvenih krvnih stanica i trombocita,
veli¢ine 1 sadrzaja Hb u crvenim krvnim stanicama i diferencijaciju leukocita. MCV 1 CHCM
(usporedivi s MCHC) izvedeni su iz histograma volumena crvenih krvnih stanica i
koncentracije Hb. HCT, MCH 1 MCHC izraunavaju se formulama (https://www.clinical-
laboratory-diagnostics.com/k15.html#top).

L.5. Razmaz periferne krvi

Pregled razmaza periferne krvi je sastavni dio analize kompletne krvne slike u
hematoloSkom laboratoriju. Pregled razmaza sluzi za provjeru rezultata dobivenih na
automatskom hematoloSkom brojacu u svrhu izrade diferencijalne krvne slike, provjere broja
trombocita 1 procjene morfoloskih karakteristika stanica. Pregled razmaza periferne krvi
omogucava prepoznavanje klinickih zna¢ajnih morfoloskih promjena koje hematoloski brojac
ne moze detektirati 1 kvantificirati (Gulati, 2013). Kod bolesnika s anemijom razmaz periferne
krvi omogucéava procjenu oblika, veli¢ine, sadrzaja hemoglobina, prisutnosti inkluzija i
rasporeda eritrocita. Promjene nadene u navedenim svojstvima eritrocita mogu pruziti
informacije u postavljanju diferencijalne dijagnoze poremecaja crvenih krvnih stanica.

Pojedine promjene (slika 7) se pojavljuju u razli¢itim postocima ili frakcijama u odredenim
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fazama mnogih poremecaja, stoga se ne mogu smatrati razlikovnim obiljezjima jedne bolesti,
ali ukazuju na promijenjenu funkciju i strukturu ili abnormalnu proizvodnju i metabolizam
(Constantino, 2015). U bolesnika s mikrocitnom anemijom, procjena morfologije eritrocita
moze doprinijeti povecanju ili smanjenju dijagnosti€¢ke vjerojatnosti talasemije. Kod
normocitnih anemija, morfologija moze pomo¢i u diferencijaciji izmedu gubitka krvi,
zatajenja koStane srzi i hemolize. Kod hemolize, morfologija eritrocita moze uputiti na
specificne etiologije. Kod makrocitnih anemija, morfologija crvenih krvnih stanica moZze
pomo¢i u usmjeravanju dijagnostickih razmatranja na megaloblasti¢ne ili nemegaloblasti¢ne

uzroke.
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Slika 7. Promijenjeni oblici eritrocita (K T i sur., 2022)
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Kao 1 svi drugi laboratorijski testovi, morfologija eritrocita se mora tumaciti s oprezom,
osobito u dojencadi i1 djece (Ford, 2013). Unato¢ vaznosti koju nosi, metode izvjeStavanja i
procjene promijenjene morfologije eritrocita i dalje su neujednacene medu laboratorijima te je
nuzna standardizacija. Odredivanje stupnja zastupljenosti promijenjenih morfoloskih oblika
eritrocita izvodi se semikvantitativno koriste¢i gradacijske ljestvice (negativno te pozitivno od
1+ do 3+) ili deskriptivno kao blago, umjereno i izraZzeno. Ponekad se neke promjene

oznacavaju s "prisutno", primjerice kod aglutinacije, Roleaux formacije, dimorfizma, dok se
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primjerice polikromazija, prisustvo target stanica 1 shistocita gradira. Stupnjevanje
morfoloSkih karakteristika trebalo bi biti u korelaciji s klinickim znacajem te bi se jedan
sustav ocjenjivanja morfologije trebao provoditi konzistentno, a zadaca laboratorija je da to

osigura.

1.6. Digitalna mikroskopija

Pocetak razvoja digitalne mikroskopije datira iz 1960-ih kada su uvedeni prvi
automatizirani sustavi morfoloske analize: CELLSCAN, Hatemark i Cydac. Ovi analizatori su
bili jako spori 1 ograni¢enih mogucnosti stoga nisu unaprijedili laboratorijski rad. Uvodenjem
automatskih hematoloskih analizatora 1980-ih koji su mogli detektirati promjene leukocita,
eritrocita 1 trombocita, hematoloska dijagnostika je =znacajno unaprijedena, ali je
mirkoskopska analiza razmaza periferne krvi i dalje ostala nezamjenjiva u diferenciranju
morfoloskih karakteristika (Kratz, 2019). Automatizacija mikroskopskog pregleda razmaza
napredovala je razvojem umjetne inteligencije i informatizacijom. Najzastupljeniji sustavi
automatizirane digitalne mikroskopije su CellaVision DM i Sysmex DI-60 koji se temelji na
CellaVision DM tehnologiji. Sastoje se od automatiziranog mikroskopa koji skenira razmaz
periferne krvi, digitalne kamere koja generira slike stanica i ra¢unala koje pomocu umjetne
neuralne mreze prepoznaje i preklasificira stanice. Slike se prikazuju na zaslonu za potvrdu ili
reklasifikaciju od strane laboratorijskog stru¢njaka (Kweon, 2022). CellaVision Peripheral
Blood Aplikacija omogucava diferenciranje leukocita preklasifikacijom u 17 tipova stanica za
leukocite, a za crvene krvne stanice daje prekarakterizaciju temeljenu na Sest morfoloskih
karakteristika: polikromazija, hipokromija, anizocitoza, mikrocitoza, makrocitoza i
poikilocitoza  (https://www.cellavision.com/products/software/cellavisionr-peripheral-blood-
application). Za kontrolu kvalitete izvedbe lociranja stanica provodi se test u kojem se koristi
svjeze obojeni razmaz periferne krvi s normalnim brojem leukocita. Ako sustav ne moze
locirati najmanje 100 stanica s jezgrom rezultat se odbacuje, a postotak stanica bez jezgre ne

smije premasiti 30% od ukupnog broja stanica (Kim i sur., 2017).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

HematoloSki analizatori daju pouzdane rezultate kompletne krvne slike u vecini
slucajeva, ali u prisutnosti morfoloskih promjena eritrocita jo§ uvijek ne mogu ponuditi
cjelovitu klinicku sliku (Tandara, 2022). Procjena morfoloSkih karakteristika eritrocita jedan
je od koraka u diferencijalnoj dijagnostici anemija i neizostavan je dio rada u hematoloSkom
laboratoriju.

Tradicionalno se morfoloska analiza krvnog razmaza provodi ru¢nom svjetlosnom
mikroskopijom. Iako je ova metoda zlatni standard, ima nedostatke jer je vremenski
zahtjevna, zahtijeva stalnu obuku osoblja i podlozna je subjektivnoj procjeni promatraca,
stoga se javlja potreba za automatizacijom morfoloske analize razmaza periferne krvi. Uredaji
za digitalnu mikroskopiju omogucavaju automatiziranu procjenu morfoloskih karakteristika
eritrocita. Procjena morfoloskih karakteristika eritrocita provodi se upotrebom algoritama
umjetne inteligencije, a digitalnom analizom razmaza krvi automatizira proces i omogucava
brzi pregled razmaza koji je manje podlozan subjektivnoj procjeni u usporedbi sa svjetlosnom
mikroskopijom.

Cilj ovog rada bio je ispitati pouzdanost automatizirane procjene morfoloSkih
karakteristika eritrocita digitalnom mikroskopijom na uredaju Sysmex DI-60 kao dio
verifikacije novog uredaja za digitalnu morfologiju u svrhu uvodenja automatizirane procjene

morfoloskih karakteristika eritrocita u rutinski laboratorijski rad.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Uzorci 1 uzorkovanje

U svrhu izrade ovog diplomskog rada, koriSteni su rutinski uzorci pune krvi
prikupljeni za odredivanje kompletne krvne slike u Odjelu za laboratorijsku hematologiju 1
koagulaciju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku, KBC-a Zagreb. Istrazivanje je
obuhvatilo 255 uzoraka bolnic¢kih 1 ambulantnih pacijenata kojima je na temelju rezultata
dobivenih na hematoloskom analizatoru Sysmex XN- 3100 bilo potrebno napraviti razmaz u
svrhu morfoloske procjene eritrocita. Kriteriji koji trebaju biti zadovoljeni za izradu razmaza
periferne krvi, a odnose se na morfologiju eritrocita, postavljeni su u programu Extended IPU.
Extended IPU je programska podrska posebno dizajnirana za Sysmex uredaje koja
omogucava standardizirano upravljanje cijelim procesom analize osiguravaju¢i potpunu
sljedivost svih uzoraka. Uzorkovanje periferne krvi provedeno je standardiziranim
postupkom, uz antikoagulans K3-EDTA, sukladno preporukama Hrvatskog drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu (HDMBLM)
(https://www.hdmblm.hr/images/preporuke/Nacionalne-preporuke-za-uzorkovanje-venske-

krvi.pdf).

3.2. Opis uredaja
Analiza uzoraka provela se na automatiziranoj liniji Sysmex XN-3100 (Sysmex, Kobe,
Japan) koja se sastoji od dva hematoloska analizatora Sysmex XN-10 (XN-10L 1 XN -10R),
uredaja za izradu i bojanje razmaza periferne krvi Sysmex SP-50, uredaja za uzorkovanje

(SA-31, CF-70) i uredaja za digitalnu morfolosku analizu Sysmex DI-60.

3.2.1. Sysmex XN-10

Sysmex XN-10 (Sysmex, Kobe, Japan) je kvantitativni viSeparametrijski
automatizirani hematoloski analizator koji radi na principu fluorescentne protocne citometrije
pomocu poluvodi¢kog lasera i hidrodinamickog fokusiranja u namjenskim kanalima. Ima
nacin rada za uzorke venske pune krvi (engl. Whole Blood) i nacin rada za tjelesne tekucéine
(engl. Body Fluid).

Za odredivanje broja eritrocita i trombocita koristi nac¢elo hidrodinamicki fokusirane
impedancije, za odredivanje subpopulacija leukocita, retikulocita i trombocita koristi opticku
metodu s fluorescentnim bojama. Kombinira metode impedancije i fotometrije za mjerenje
standardnih parametara eritrocita: hemoglobin, hematokrit i MCV te izraCunava MCH 1

MCHC. Paralelno moze osigurati alternativne parametre primarno dobivene optickom
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metodom izvedenom iz RET kanala, nakon obiljezavanja unutarstani¢nih nukleinskih kiselina
fluorescentnom bojom: broj eritrocita odreden optickom metodom (RBC-O), sadrzaj
hemoglobina u eritrocitima (RBC-He), koncentraciju hemoglobina dobivenu optickom
metodom (HGB-O) izveden iz RBC-O i RBC-He. Treba napomenuti da je dostupna
alternativna procjena MCV-a putem parametra R-MFV, definiranog kao naj¢es¢i volumen
crvenih krvnih stanica koji se dobiva opticCkom metodom.(Henry i sur., 2022).

Programska podrska Extended IPU, nakon provedene analize uzoraka, analizira
rezultate svih parametara KKS te na temelju unaprijed postavljenih pravila i kriterija odreduje
kojim uzorcima je potrebno ponavljanje mjerenja ili izrada razmaza. Ukoliko rezultati nisu
zahvadeni niti jednim pravilom/ kriterijem, program validira rezultate i prenosi ih u

laboratorijski informacijski sustav (LIS).

3.2.2. Sysmex SP-50

Uzorci koji su zadovoljili kriterije za izradu razmaza automatiziranom linijom dolaze
do Sysmex SP-50 analizatora (Sysmex, Kobe, Japan) u kojem se automatski izraduje razmaz
periferne krvi. Takoder, ako je potrebno, izrada razmaza se moze posebno dodatno napraviti
na liniji ruénim na¢inom rada na uredaju SP-50. MoZe se odabrati izmedu opcija; izrada 1
bojanje razmaza, samo izrada razmaza i samo bojanje razmaza. Uredaj priprema razmaz
metodom koja omogucuje korisnicki definirane postavke za volumen uzorka, brzinu i1 kut
razmaza automatski prilagodenih vrijednostima hematokrita svakog uzorka. Nakon $to je
pripremljen, razmaz se transportira do bloka za bojenje, a u meduvremenu prolazi jedinicu za
suSenje. Kad stigne do bloka za bojenje, ovisno o protokolu, razmaz se boja i zatim susi.
Moguce je bojanje otopinama May-Griinwald i Giemsa ili prvo Wrightovom pa Giemsa
bojom ili jednostruko bojanje Wrightovom bojom. Za potrebe ovog diplomskog rada
koristeno je May-Griinwald bojenje. Bez obzira koja se kombinacija boja koristi, razlika u
bojenju postize se zbog ravnoteZze bazi¢nih i kiselih komponenti unutar boja. Nakon S§to se

razmaz osusi, spreman je za mikroskopski pregled (Upute proizvodaca Sysmex SP-50, 2019).

3.2.3. Sysmex DI-60

Sysmex DI-60 ¢ini dio integriranog sustava za automatsku analizu KKS, izradu
razmaza 1 digitalni pregled razmaza. Pripremljeni razmazi na jedinici SP-50 automatski se
preusmjeravaju na DI-60 koji se automatski pokrece. Ocitava se crti¢ni bar kod na stakalcu
koji daje informacije o nalogu iz LIS-a. Robotska ruka pomice stakalce pod objektiv

mikroskopa. DI-60 ima opticku jedinicu koja se sastoji od automatskog mikroskopa, kamere 1
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racunalnog sustava koji sadrzi Cella Vision DM softver za klasifikaciju. Mikroskop ima dva
objektiva (povecanje 10x 1 100x) 1 srednju optiku koja se mijenja izmedu povecanja od 1,0x i
0,5x, Sto u kombinaciji daje slike s povecanjem od 5x, 10x, 50x ili 100x. Uredaj odredi
pocetnu i zavr$nu tocku na razmazu izmedu kojih obavlja skeniranje na 10x povecanju tzv.
"battlement" metodom. Automatski locira stanice na razmazu i uzima slike pojedine stanice
pri 100x povecanju. Digitalna kamera generira slike visoke razluc€ivosti koje se prikazuju na
zaslonu racunala. Leukociti se preklasificiraju u 12 kategorija, dok se za eritrocite uzima 35
slika u optimalnom podrucju za prekarakterizaciju morfologije u Sest skupina: polikromazija,
hipokromija, anizocitoza, mikrocitoza, makrocitoza i1 poikilocitoza. Pretklasificirane stanice
¢ekaju verifikaciju od strane laboratorijskog osoblja, a sve slike i rezultati se pohranjuju u

bazu podataka (Upute proizvodaca Sysmex DI-60, 2018).

3.3. Analiza uzoraka

Uzorci za pretragu kompletne krvne slike (KKS) su analizirani na hematoloskom
brojatu Sysmex XN-3100 koji je povezan s LIS-om. Uzorci kojima je na temelju
predefiniranih kriterija u Extended IPU odredena izrada razmaza zbog provjere morfologije
eritrocita, pregledani su Sysmex DI-60 analizatorom za digitalnu mikroskopiju.

Kriteriji za izradu razmaza zbog pregleda morfologije eritrocita u meduprogramu
Extended IPU, integriranoj komponenti analitickog sustava, glase:

1. anizocitoza, dimorfna populacija eritrocita; pokazatelji su RDW >22%,

hematoloski analizator je oznacio prisutnost dimorfne populacije u uzorku,
2. postojanje fragmenata crvenih krvnih stanica; hematoloski analizator je oznacio

prisutnost fragmenata.

Razmazi su pusteni na uredaj DI-60; crvene krvne stanice prekarakterizirane su na
temelju Sest morfoloskih karakteristika: polikromazija, hipokromija, anizocitoza, mikrocitoza,
poikilocitoza, a navedene karakteristike svrstane su u tri stupnja 1+, 2+, 3+. Kriteriji za
morfologiju prikazani su u tablici 3 na stranici 20. Makrocitoza, mikrocitoza, hipokromija,
anizocitoza 1 polikromazija sa Sysmex DI-60 usporedene su s rezultatima s hematoloSkih
analizatora XN-10 1 prikupljeni su sljede¢i podaci: MCV (fL), MCH (pg), RDW (%), relativni
broj retikulocita (Rtc (%o)) i apsolutni broj retikulocita (Rtc (x10°/L)). Prikazane
prekarakterizacije pregledane su, a vizualno se joS ispitala prisutnost poikilocitoze te su

dodatno navedeni specificni morfoloski oblici eritrocita, ukoliko su bili prisutni.
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Tablica 3. Kriteriji za stupnjevanje morfologije eritrocita

Stupnjevanje
Morfologija
1+ 2+ 3+
Polikromazija 1-5% 5-10% >10%
Hipokromija 6-25% 25-50% >50%
Anizocitoza 15-20% 20-25% >25%
Mikrocitoza 6-25% 25-50% >50%
Makrocitoza 6-25% 25-50% >50%
Poikilocitoza 10-25% 25-50% >50%
34. Statisticka obrada

Statisticka analiza provedena je u MedCalc statistickom programu, verzija 22.006.
Prvo je ispitana normalnost raspodjele podataka Shapiro-Wilk testom, a rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredina = prva standardna devijacija za normalnu raspodjelu, a za nenormalnu
raspodjelu rezultati su prikazani kao medijan 1 interkvartilni raspon.

Nakon utvrdivanja normalnosti razdiobe podataka, ispitana je korelacija. Korelacija je
statistiCcki postupak kojim se izraCunava povezanost izmedu dvije varijable. U slucaju
normalne razdiobe, radi se Pearsonova korelacija te se odreduje koeficijent korelacije r, dok
se za podatke koji nisu razdijeljeni po normalnoj razdiobi radi Spearmanova korelacija i
koeficijent korelacije p. Koeficijent korelacije je mjera za stupanj povezanosti izmedu
varijabli, odnosno pokazuje u kojoj su mjeri promjene vrijednosti jedne varijable povezane s
promjenama vrijednosti druge varijable.

Predznak koeficijenta (+ ili - ) govori o smjeru povezanosti pa tako postoji negativna
korelacija za koeficijent < 0, pozitivna korelacija za koeficijent korelacije > 1 te nepostojanje
korelacije za koeficijent korelacije = 0. Prilikom izracuna koeficijenta korelacije, najprije je
potrebno graficki prikazati podatke na dijagramu rasprSenja, s tim da je poznata varijabla na
osi x, dok je varijabla koja se ispituje na osi y. Graficki prikaz podataka omogucuje i vizualnu

procjenu stupnja povezanosti (slika 8).
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Pozitivna korelacija Negativna korelacija Nema korelacije

Slika 8. Korelacija (https://www.investopedia.com/terms/c/correlationcoefficient.asp)

Najces¢i nacin interpretacije koeficijenta korelacije je prikazan u tablici 4. (Topi¢ i

sur., 2018).

Tablica 4. Interpretacija koeficijenta korelacije (Topi¢ i sur., 2018)

Jacina korelacije Vrijednost koeficijenta korelacije (r)
Nema korelacije 0 do+0,25
Slaba korelacija +0,26 do + 0,50
Umjerena do dobra korelacija +0,51 do+ 0,75
Vrlo dobra do izvrsna korelacija +0,76 do+ 1
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4. REZULTATII RASPRAVA
4.1. Skupni podaci
Od 255 pregledanih razmaza, hipokromija je pronadena kod 64 uzorka, polikromazija
kod 80 uzoraka, anizocitoza kod 128 uzoraka, mikrocitoza kod 178 uzoraka, makrocitoza kod
103 uzorka, a poikilocitoza kod 11 uzoraka prema rezultatima s DI-60. Skupni podaci s DI-60
su kategorizirani 1 prikazani u tablici 5. Od 255 razmaza, 167 razmaza je pokazalo pozitivhu

vrijednost u vise od jedne kategorije.

Tablica 5. Kategorizirani podaci sa Sysmex DI-60

Morfoloska N broj razmaza, N (%)
osobina 0 +1 +2 +3
Polikromazija 175 (68,6) 72 (28,2) 5(2,0) 3(1,2)
Hipokromija 191 (74,9) 58 (22,7) 6(2,4) 0(0,0)
Anizocitoza 127 (49,8) 49 (19,2) 35(13,7) 44 (17,3)
Mikrocitoza 77 (27,5) 160 (62,8) 15(5,9) 3(1,2)
Makrocitoza 152 (59,6) 98 (38,4) 5(2,0) 0(0,0)
Poikilocitoza 244 (95,7) 8(3,1) 3(1,2) 0(0,0)
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4.2. Hipokromija
Hipokromiju je od 255 razmaza pokazalo 64 razmaza (25%). Shapiro-Wilk testom je
ispitana normalnost te je ucinjena Spearmanova rank korelacija za utvrdivanje povezanosti s
MCH. Oc&ekivano je da ¢e udio hipokromnih eritrocita biti ve¢i §to je MCH manji, odnosno
ocekivana je negativna korelacija koja je i pokazana. Na osnovi dobivene korelacije, moze se

zakljuciti kako se radi o umjerenom slaganju dvaju usporedenih parametara.

Tablica 6. Korelacija hipokromije % (Sysmex DI-60) i MCH (pg) (Sysmex XN-3100)

Hipokromija % (Sysmex DI-60), MCH pg (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) medijan (IQR)
1,1 (0,2-5,1) 28,00 (24,5 -31,0)

p =-0,664, (95% CI: -0,728 do -0,589)

Interkvartilni raspon (engl. Interquartile range; IQR)

Interval pouzdanosti (engl. Confidence interval; CI)
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Slika 9. Korelacija hipokromije % (Sysmex DI-60) i MCH (pg) (Sysmex XN-3100)

Hipokromija % je dodatno usporedena i s MCH vrijednostima koje su ispod donje
granice referentnog intervala. Od 255 razmaza, 116 ih je imalo vrijednost MCH ispod donje
granice referentnog intervala odnosno ispod 27,4. Te vrijednosti usporedene su s

odgovaraju¢im rezultatima hipokromije te je dobivena ocekivana negativna korelacija, ali
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koeficijent korelacije upucuje na slabu korelaciju dvaju parametara za razliku od rezultata
ukupnog broja uzoraka gdje je dobiven koeficijent korelacije koji upucuje na umjerenu

korelaciju.

Tablica 7. Korelacija hipokromije % (Sysmex DI-60) i MCH pg < RI (Sysmex XN-3100)

Hipokromija % (Sysmex DI-60), MCH pg (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) medijan (IQR)
4,5(1,3-13,0) 23,9 (21,2 -25,6)

p =-0,500, (95% CI: -0,625 do -0,349)
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Slika 10. Korelacija hipokromije % (Sysmex DI-60) i MCH (pg) vrijednosti ispod donje granice
referentnog intervala (Sysmex XN-3100)
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4.3. Mikrocitoza
Mikrocitozu je od 255 razamaza pokazalo 178 razmaza (69,78%). Shapiro Wilk
testom je ispitana normalnosr te je ucinjena Spearmanova rank korelacija za utvrdivanje
povezanosti s MCV. Ocekivano je da ¢e udio mikrocitnih eritrocita biti veéi §to je MCV
manji, odnosno ocekivana je negativna korelacija koja je i pokazana. Na osnovi dobivenog
koeficijenta korelacije, moze se zakljuciti da se radi o umjerenom slaganju izmedu dvaju

usporedenih parametara.

Tablica 8. Korelacija mikrocitoze % (Sysmex DI-60) i MCV (fL) (Sysmex XN-3100)

Mikrocitoza% (Sysmex DI-60), MCV fL (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) x £+ SD
8,3 (4,5-14,8) 85,6 £11,3

=-0,558 (95% CI: -0,638 — 0,468)
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Slika 11. Korelacija mikrocitoze % (Sysmex DI-60) i MCV (fL) (Sysmex XN-3100)

Mikrocitoza % je usporedena s MCV vrijednostima ispod donje granice referentnog
intervala (< 83 fL). Od 255 razmaza, 91 je imao MCV ispod donje granice referentnog

intervala. Te vrijednosti usporedene su s odgovaraju¢im rezultatima mikrocitoze te je
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dobivena oc¢ekivana negativna korelacija uz koeficijent korelacije koji upucuje na umjereno

slaganje dvaju usporedenih parametara.

Tablica 9. Korelacija mikrocitoze % (Sysmex DI-60) s MCV (fL) < RI (Sysmex XN-3100)

Mikrocitoza% (Sysmex DI-60), MCYV (fL) (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) medijan (IQR)
14,8 (8,4 —23,4) 75,1 (68,8 —79,8)

p =- 0,648 (95% CI:-0,753 do -0,510)
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Slika 12. Korelacija mikrocitoze % (Sysmex DI-60) s MCV (fL) < RI (Sysmex XN-3100)
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4.4. Makrocitoza
Makrocitozu je od 255 razmaza pokazalo 103 uzorka (40,39%). Shapiro-Wilk testom
je ispitana normalnost te je ufinjena Spearmanova rank korelacija za utvrdivanje povezanosti
s MCV. Ocekivano je da ¢e udio makrocitnih eritrocita biti ve¢i §to je MCV veéi, odnosno
oc¢ekivana je pozitivna korelacija koja je 1 pokazana, uz koeficijent korelacije koji upucuje na
slabu korelaciju dvaju parametara.

Tablica 10. Korelacija makrocitoze % (Sysmex DI-60) i MCV (fL) (Sysmex XN-3100)

Makrocitoza % (Sysmex DI-60), MCV fL (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) x+ SD
3,1 (1,3-28,6) 85,6 +11,3

p=0,470 (95% CI: 0,368 — 0,560)
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Slika 13. Korelacija makrocitoze % (Sysmex DI-60) i MCV (fL) (Sysmex XN-3100)

Makrocitoza % je usporedena s MCV vrijednostima iznad gornje granice referentnog
intervala (97,2 fL). Od 255 razmaza, 37 razmaza je imalo MCV iznad gornje granice

referentnog intervala. Te vrijednosti usporedene su s odgovaraju¢im rezultatima makrocitoze
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te je dobivena ocekivana pozitivna korelacija uz koeficijent korelacije koji upucuje na slabo

slaganje dvaju usporedenih parametara.

Tablica 11. Korelacija makrocitoze % (Sysmex DI-60) i MCV (fL) > 97,2 (Sysmex XN-3100)

Makrocitoza % (Sysmex DI-60),
medijan (IQR)

MCYV fL (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR)

10,1 (5,1 — 17,6)

101,9 (98,6 — 105,6)

p=0,361 (95% CI: 0,0418 — 0,613)
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Slika 14. Korelacija makrocitoze % (Sysmex DI-60) i MCV (fL) > 97,2 (Sysmex XN-3100)
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4.5. Anizocitoza
Anizocitozu je od 255 razmaza pokazalo 128 razmaza (50,2 %). Shapiro-Wilk testom
je ispitana normalnost te je ufinjena Spearmanova rank korelacija za utvrdivanje povezanosti
s RDW. Ocekivano je da je udio anizocitoze ve¢i §to je RDW ve¢i, odnosno ocekivana je
pozitivna korelacija koja je i pokazana. Na osnovi dobivene korelacije, moze se zakljuciti da

se radi o umjerenom slaganju dvaju usporedenih parametara.

Tablica 12. Korelacija anizocitoze % (Sysmex DI-60) i RDW % (Sysmex 3100)

Anizocitoza % (Sysmex DI-60), RDW % (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) medijan (IQR)
15,1 (10,3 —22,1) 22,2 (18,1 —23,8)
p=0,554 (95% CI: 0,459 — 0,637)
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Slika 15. Korelacija anizocitoze % (Sysmex DI-60) i RDW % (Sysmex 3100)

Anizocitoza (%) je usporedena s RDW (%) vrijednostima iznad gornje granice
referentnog intervala (>15 %). Od 255 razmaza, 236 razmaza je imalo RDW iznad gornje
granice referentnog intervala, a od njih 236, 20 je imalo RDW koji Sysmex XN-3100 nije
izraCunao jer je bio previsok. Vrijednosti razmaza s RDW > 15% usporedene su s
odgovaraju¢im rezultatima anizocitoze te je dobivena ocekivana pozitivha korelacija uz

koeficijent korelacije koji upucuje na slabo slaganje dvaju usporedenih parametara.
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Tablica 13. Korelacija anizocitoze % (Sysmex DI-60) i RDW > 15% (Sysmex 3100)

Anizocitoza % (Sysmex DI-60), RDW (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) medijan (IQR)
15,5 (10,9 —22,4) 22,5 (19,2 -23,9)
p=10,501 (95% CI:0,393 — 0,594)
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Slika 16. Korelacija anizocitoze % (Sysmex DI-60) i RDW % iznad gornje granice referentnog
intervala (Sysmex 3100)



4.6. Polikromazija

Polikromazija je uocena kod 80 razmaza (31,4 %). Korelacija je ucinjena za 135

uzoraka kojima je na Sysmex XN-3100 odreden broj retikulocita. Shapiro-Wilk testom je

ispitana normalnost te je ucinjena Spearmanova rank korelacija za utvrdivanje povezanosti s

Rtc (%o) te s Rtc x (10%/L). Ocekivano je da je udio polikromazije veéi $to je Rtc (%o, x 10°/L)

veci, odnosno ocekivana je pozitivna korelacija koja je i pokazana. Na osnovi dobivene

korelacije, moZe se zakljuciti da se radi o slaboj korelaciji dvaju usporedenih parametara.

Tablica 14. Korelacija polikromazije % (Sysmex DI-60) i Rtc %o (Sysmex XN-3100)

Polikromazija% (Sysmex DI-60),
medijan (IQR)

Rtc %o (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR)

0,5(0,2—1,2)

18,3 (9,9 — 31,5)

p=0,423 (95% CI: 0,273 — 0,553)
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Slika 17. Korelacija polikromazije % (Sysmex DI-60) i Rtc %o (Sysmex XN-3100)
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Tablica 15. Korelacija polikromazije % (Sysmex DI-60) i Rtc x 10°%/L (Sysmex XN-3100)

Polikromazija % (Sysmex DI-60), Rtc x10%/L (Sysmex XN-3100),
medijan (IQR) medijan (IQR)
0,5(0,2-1,2) 64,0 (33,9 -109,9)

p =0,403 (95% CI:0,251 - 0,535)
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Slika 18. Korelacija polikromazije % (Sysmex DI-60) i Rtc x 10°/L (Sysmex XN-3100)



4.7. Poikilocitoza

Poikilocitoza je utvrdena kod 11 razmaza (4,31%); 8 u kategoriji +1 1 3 u kategoriji

+2. Morfoloskim pregledom razmaza utvrdena je prisutnost shistocita (3 razmaza), ovalocita

(3 razmaza), stomatocita (3 razmaza) i target stanica (1 razmaz) koji su prikazani na sljede¢im

slikama:

9G¥ P0HSPY “00800 T 0n 005950 308360 e S o v e
o ngedTace oxed Cgs oPoesosd 3 8%

% ° ‘o @ o
FFE Fmaene 0.0 hes
oS 90 Tl 380%00 ¢ gl
§97020 cae. Th Sonttegien

Slika 19. Shistociti
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Slika 23. Stomatociti
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4.8. Rasprava

Sysmex DI-60 je potpuno automatizirani digitalni analizator morfologije stanica koji
upotrebom algoritama umjetne inteligencije omogucava brzi pregled razmaza periferne krvi,
Sto rezultira poboljSanom kvalitetom laboratorijskog rada. Takoder, omogucava arhivu
digitalnih slika 1 stvaranje knjiznice, Sto je jako korisno za procjenu kompetencija,
obrazovanje 1 obuku. Udaljenim umreZenim laboratorijima omogucava brzo prenoSenje slika
u srediSnji laboratorij na pregled i olakSa konzultacije laboratorijskih djelatnika. U odjelu za
laboratorijsku hematologiju i koagulaciju KBC Zagreb, u rutinski rad je ve¢ uvedena digitalna
mikroskopija razmaza periferne krvi u svrhu klasificiranja subpopulacija leukocita i provjere
trombocita gdje je Sysmex DI-60 pokazao zadovoljavaju¢e rezultate u usporedbi sa
svjetlosnom mikroskopijom i hematoloskim brojacem.

Hematoloski broja¢i pruzaju tofne 1 precizne informacije o broju eritrocita i
eritrocitnim indeksima, informacije o distribuciji eritrocita po veli¢ini i koncentraciji
hemoglobina i to u manje od minutu od aspiracije. Ukoliko uredaj da upozorenje za
abnormalnosti u obliku "flagova", potrebno je izraditi 1 mikroskopski pregledati razmaz kako
bi se abnormalnosti potvrdile. Mikroskopski pregled razmaza je temeljni nacin identificiranja
morfoloskih osobina eritrocita koristan u diferencijalnoj dijagnostici hematoloskih
poremecaja, stoga treba iskoristiti puni potencijal digitalne morfologije. Verifikacija uredaja
za procjenu morfoloskih karakteristika eritrocita u svrhu uvodenja postupka u rutinski rad
provela se ispitivanjem korelacije morfoloSkih karakteristika sa Sysmex DI-60 s eritrocitnim
indeksima dobivenim na Sysmex XN-3100.

Za hipokromiju (4.2.) je utvrdena umjerena korelacija s MCH uz koeficijent korelacije
p = -0,664. Hipokromija je smanjenje intenziteta boje eritrocita s povecanjem srediSnjeg
bljedila na vise od jedne trecine promjera eritrocita, karakteristi¢na za eritrocite sa snizenom
koncentracijom hemoglobina, tako da ¢e takve eritrocite pratiti snizene vrijednosti MCH 1
MCHC. Prema ICSH preporukama za standardizaciju nomenklature 1 stupnjevanje
morfoloskih karakteristika periferne krvi, MCH je bolji parametar za ukazivanje na stupanj
hipokromije od samog vizualnog pregleda hipokromije pod mikroskopom te bi na
laboratorijskom nalazu trebalo uzeti u obzir vrijednosti s hematoloSkog brojaca (Palmer i sur.,
2015).

Za mikrocitozu (4.3.) je utvrdena umjerena korelacija s MCV uz koeficijent korelacije
p = -0,558. Mikrocitoza podrazumijeva da su eritrociti manji od 7 um u promjeru (MCV<80
fL). Vazno je da se pri interpretaciji rezultata u obzir uzme dobna skupina pacijenta jer

fizioloski novorodencad ima vece eritrocite od odraslih, dok zdrava djeca imaju manje.
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Prema preporukama Medunarodnog vijeca za standardizaciju u hematologiji (engl.
The International Council for Standardization in Haematology, ICSH), za izrazavanje i
gradiranje mikrocitoze, bolji i pouzdaniji je parametar s hematoloskog brojaca odnosno MCV.
Slaba korelacija pokazana je izmedu makrocitoze i MCV uz p = 0,470 (4.4.). Makrociti su
eritrociti koji imaju promjer veéi od 8.5 pm (MCV> 100 fL). Kao i za mikrocitozu, preporuka
je uzeti vrijednosti s hematoloSkog brojaca, odnosno MCV.

Za anizocitozu (4.5.) je pokazana umjerena korelacija s RDW, uz koeficijent
korelacije p = 0,554. Anizocitoza podrazumijeva varijabilnost eritrocita u veli€ini, §to se
ocituje porastom RDW na hematoloskom analizatoru te je RDW prema ICSH preporuceni
parametar kojim se izrazava jacina anizocitoze.

Slaba korelacija je utvrdena izmedu polikromazije i Rtc izrazenima u promilu uz
koeficijent korelacije p = 0,423 i s Rtc izrazenima x10°/L uz koeficijent korelacije p = 0,403
(4.6). Polikromazija se odnosi na nezrele eritrocite koji imaju ostatke ribosomske RNA koja
se ocituje plavo-sivim obojenjem, a stanice su u prosjeku veée. Prema ICSH preporukama,
polikromaziju je potrebno stupnjevati 1 odrediti broj retikulocita ukoliko je potrebno.
Poikilocitoza je nadena samo kod 11 uzoraka te su specifi¢ni oblici stanica opisani u skladu s
ICSH smjernicama.

Za prethodno navedene parametre (izuzev poikilocitoze), dodatno je ispitana
korelacija samo s uzorcima koji imaju vrijednosti eritrocitnih indeksa ispod/iznad referentnog
intervala te je kod svih utvrdena slabija korelacija, Sto pokazuje da je DI-60 bolje prilagoden
za karakterizaciju normalne morfologije. Mikrocitoza je naprotiv pokazala bolje slaganje s
uzorcima s MCV < 80 fL.

Kweon 1 sur. proveli su analiticku verifikaciju uredaja Sysmex DI-60 s naglaskom na
morfologiji eritrocita u istrazivanju provedenom na 822 uzorka. Ispitivanjem je pokazana
pouzdanost morfoloSke karakterizacije polikromazije stanica (osjetljivost > 87,5% 1
specifi¢nost >86,9%), dok su parametri hipokromija, anizocitoza, makrocitoza i mikrocitoza
pokazali nisku specifi¢nost 1 osjetljivost. U istrazivanju navode da parametri koji su pokazali
nisku specificnost i osjetljivost mogu biti zanemareni s obzirom da se prema ICSH
preporukama za te parametre koriste rezultati s hematoloskog brojaca.

Kim i sur. pokazali su da postoji znacajna razlika u odstupanju rezultata s DI-60 i
svjetlosne mikroskopije §to upucuje na nuznost postavljanja novih kriterija stupnjevanja za
digitalnu mikroskopiju. U istrazivanju u kojem su usporedeni rezultati sa Sysmex
hematoloSkog analizatora XN serije, pokazala se visoka specificnost za hipokromiju i

mikrocitozu (99,0% i 98,6%) te niska osjetljivost ( 99,0% 1 98,6%). Za makrocite je DI-60
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pokazao visoku osjetljivost i nisku specifi¢nost (87,1% 1 41,0%) kao i za anizocitozu,
osjetljivost 100%, specificnost 4,2%. Ovakvi rezultati poklapaju se s rezultatima koje su
dobili Egele i sur. na uredaju za digitalnu morfologiju DM96.

Koeficijenti korelacije dobiveni ovim radom pokazuju da postoji umjerena te slaba
korelacija izmedu procijenjenog stupnja pojedinih morfoloskih karakteristika s DI-60 i
izmjerenih kvantitativnih parametara s XN-3100. Ovakva korelacija upucuje na potrebu za
poboljsanjem algoritma za morfolosku klasifikaciju eritrocita te na prilagodavanje kriterija
stupnjevanja pojedinih karakteristika. PoboljSanje je posebice bitno kod polikromazije koja bi
se prema ICSH preporukama trebala stupnjevati te kod anizocitoze jer se u slucaju
RDW>22% izraduje razmaz periferne krvi kako bi se provjerila prisutnost dimorfne
populacije eritrocita, dok su za utvrdivanje hipokromije, mikrocitoze i makrocitoze pouzdaniji
kvantitativni parametri s hematoloskog analizatora.

Na temelju dobivenih podataka vidljivo je da stupnjevanje morfoloskih karakteristika
digitalnom morfologijom moze posluziti kao pokazatelj na temelju kojeg je potrebno
detaljnije mikroskopski pregledati razmaz periferne krvi, posebice ako se radi o kategoriji 3+

koja oznacava razmaze sa znacajnijim udjelom morfoloski promijenjenih eritrocita.

36



5. ZAKLJUCCI

Utvrdivanjem korelacije izmedu morfoloskih karakteristika eritrocita sa Sysmex DI-60

1 eritrocitnih konstanti s hematoloSkog broja¢a Sysmex XN-3100, moZe se zakljuciti sljedece:

utvrdena je umjerena korelacija izmedu hipokromije i MCH, mikrocitoze i MCV,
anizocitoze 1 RDW,

slaba korelacija je utvrdena izmedu polikromazije 1 broja retikulocita te izmedu
makrocitoze 1 MCV,

bolja korelacija utvrdena je kod normalnih vrijednosti nego kod patoloskih vrijednosti
eritrocitnih konstanti,

mikrocitoza je pokazala bolju korelaciju s uzorcima kojima je MCV ispod donje
granice referentnog intervala,

za utvrdivanje poikilocitoze ne postoji kvantitativni parametar s hematoloSkog
analizatora, stoga morfoloska analiza na uredaju Sysmex DI-60 mozZe posluziti kao
vrijedan pokazatelj prisutnosti specifi¢nih oblika eritrocita koji su karakteristi¢ni za

pojedine anemije te tako usmyjeriti daljnju diferencijalnu dijagnostiku anemija.

Zaklju¢no, procjenom morfoloskih promjena eritrocita pomocu uredaja za digitalnu

morfologiju Sysmex DI-60 moguce je objektivnije dobiti uvid u eventualne promjene oblika 1

sadrzaja eritrocita. Prije uvodenja u rutinski rad ovakvog polukvantitativnog oblika

izvjesStavanja morfologije eritrocita, potrebno je dodatno prilagoditi kriterije stupnjevanja

pojedinih morfoloskih karakteristika te prosiriti istrazivanje na veci broj razmaza bolesnika s

pojedinim poremecajima eritrocita i prisutnoséu specifi¢nih eritrocitnih oblika.
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. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA

2,3-BPG 2,3- bifosfoglicerat

AST- aspartat aminotransferaza

ATP- adenozin trifosfat

BFU-E- (engl. burst forming unit — erythroid)

CFU-E- (engl. Colony forming unit - erythroid)

CFU-GEMM- mijeSani mijeloidni progenitor (engl. colony forming unit — granulocyte,
erythroid, megakaryocyte and monocyte)

CI- Interval pouzdanosti (engl. Confidence interval)

DKS- diferencijalna krvna slika

DMT1- dvovalentni metalni prijenosnik

DNA- deoksiribonukleeinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid )

EPO- eritropoetin

G6PDH- glukoza-6-fosfat dehidrogenaza

GM-CSF- granulocitno-makrofagnog faktora stimulacije rasta kolonija (engl.
granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

HIF- ¢imbenik induciran hipoksijom (engl. hypoxia inducible factor)

ICSH- Medunarodno vijece za standardizaciju u hematologiji (engl. The International
Council for Standardization in Haematology)

IL-3- interleukin 3

IL-6- interleukin 6

IQR- Interkvartilni raspon (engl. Interquartile range)

KKS- kompletna krvna slika

LDH- laktat dehidrogenaza

LMS- limfoidna mati¢na stanica

MCH- prosjec¢ni sadrzaj hemoglobina u eritrocitu (engl. mean corpuscular hemoglobin)
MCV- prosjecni volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume)

MMS- multipotentna mijeloidna stanica

NADH- nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

PK- protein kinaza

PMS- pluripotentna mati¢na stanica

PNH- paroksizmalna no¢na hemoglobinurija

38



RDW- razdioba eritrocita po volumenu (engl. red blood cell Distribution Width)
Rtc- broj retikulocita

RI- referentni interval

RNA- ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

ROS- reaktivni kisikovih spojevi (engl. reactive oxygen species)

SCF- faktor rasta mati¢nih stanica (engl. stem cell factor)

TIBC- ukupna sposobnost vezanja zeljeza (engl. total iron binding capacity)

UIBC- nezasiceni kapacitet vezanja Zeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity

WHO- Svjetska zdravstvena organizacija
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8. SAZETAK/ SUMMARY

Poremecaji eritrocita se odrazavaju karakteristicnim morfoloSkim promjenama, stoga
je bitno detektirati i kvantificirati morfoloSke abnormalnosti. Hematoloski analizatori daju
pouzdane rezultate kompletne krvne slike u veéini slucajeva, ali u prisutnosti morfoloskih
promjena eritrocita jo§ uvijek ne mogu ponuditi cjelovitu klinicku sliku. U tu svrhu izvodi se
pregled razmaza periferne krvi koji se posljednjih godina nastoji automatizirati, a razvojem
umjetne inteligencije i algoritama za digitalnu mikroskopiju to postaje moguce. Cilj ovog rada
bio je ispitati pouzdanost automatizirane procjene morfoloskih karakteristika eritrocita
digitalnom mikroskopijom na uredaju Sysmex DI-60, kao dio verifikacije novog uredaja za
digitalnu morfologiju u svrhu uvodenja automatizirane procjene morfoloskih karakteristika
eritrocita u rutinski laboratorijski rad. Ispitana je korelacija Sest morfoloskih karakteristika
(polikromazija, hipokromija, anizocitoza, mikrocitoza, makrocitoza, poikilocitoza) dobivenih
na uredaju za digitalnu mikroskopiju, s parametrima dobivenima na hematoloSkom
analizatoru Sysmex XN-3100 (Rtc, MCH, RDW, MCV). Utvrdena je umjerena korelacija
izmedu hipokromije i MCH, mikrocitoze i MCV, anizocitoze i RDW. Slaba korelacija
utvrdena je izmedu polikromazije i broja retikulocita te izmedu makrocitoze i MCV. Kako bi
slaganje izmedu ovih parametara bilo bolje, potrebno je poboljSati same algoritme digitalne

mikroskopije, ali 1 prilagoditi kriterije za stupnjevanje pojedinih karakteristika.

Erythrocytes' disorders are reflected in characteristic morphological changes,
therefore it is essential to detect and quantify them. Hematology analyzers provide reliable
results of a complete blood count in most cases, but in the presence of erythrocytes'
morphological changes they still cannot offer a complete clinical picture. In this case,
inspection of the peripheral blood smear is performed. In recent years, there have been
attempts made to automate this process, and with the development of artificial intelligence
and algorithms for digital microscopy, this became possible. The aim of this thesis was to test
the reliability of the automated assessment of erythrocytes' morphological characteristics
using Sysmex DI-60 digital morphology analyzer. The correlation of six morphological
characteristics (polychromasia, hypochromia, anisocytosis, microcytosis, macrocytosis,
poikilocytosis) obtained on a Sysmex DI-60 with parameters obtained on a hematology
analyzer Sysmex XN-3100 (Rtc, MCH, RDW, MCV) was examined. Moderate correlation
was found between hypochromia and MCH, microcytosis and MCV, anisocytosis and RDW.

Weak correlation was found between polychromasia and reticulocytes' count as well as
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between macrocytosis and MCV. In order to obtain better agreement between these
parameters, it is necessary to improve the digital microscopy algorithm, but also to adjust the

criteria for grading individual characteristics.
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SUMMARY

Erythrocytes' disorders are reflected in characteristic morphological changes, therefore it is
essential to detect and quantify them. Hematology analyzers provide reliable results of a complete
blood count in most cases, but in the presence of erythrocytes' morphological changes they still
cannot offer a complete clinical picture. In this case, inspection of the peripheral blood smear is
performed. In recent years, there have been attempts made to automate this process, and with the
development of artificial intelligence and algorithms for digital microscopy, this became possible.
The aim of this thesis was to test the reliability of the automated assessment of erythrocytes'
morphological characteristics using Sysmex DI-60 digital morphology analyzer. The correlation of
six morphological characteristics (polychromasia, hypochromia, anisocytosis, microcytosis,
macrocytosis, poikilocytosis) obtained on a Sysmex DI-60 with parameters obtained on a
hematology analyzer Sysmex XN-3100 (Rtc, MCH, RDW, MCV) was examined. Moderate
correlation was found between hypochromia and MCH, microcytosis and MCV, anisocytosis and
RDW. Weak correlation was found between polychromasia and reticulocytes' count as well as
between macrocytosis and MCV. In order to obtain better agreement between these parameters, it
1s necessary to improve the digital microscopy algorithm, but also to adjust the criteria for grading
individual characteristics.
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