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Uvod

Terapijska upotreba koncentrovanih trombocita 
(KT) kod hematoloških bolesnika sa trombocitope-
nijom smanjila je smrtnost izazvanu krvarenjem sa 
60% na manje od 10% (1–4). Koncentrovani trom-
bociti su korisni i u tretmanu drugih trombocitopeni-
jskih stanja (dilucijska trombocitopenija tokom opera

SAŽETAK
Ispitivanje činilaca odgovornih za lezije koncentrovanih trombocita dobijen-
ih iz „buffy coat“-a (KT-BC) tokom skladištenja su još uvek predmet velikog 
interesa. 
Na osnovu vrednosti ekspresije specifičnih trombocitnih markera (mem-
branskih antigena) na ukupnoj populaciji KT, odrediti stepen njihove akti-
vacije i/ili oštećenja tokom skladištenja u tečnom stanju, do pet dana, na 
20±2oC. 
KT-BC su skladišteni pod standardnim uslovima. Aktivacija KT je praćena 
na osnovu rezultata merenja procenta trombocita koji eksprimiraju 
površinske glikoproteine i prosečnog intenziteta fluorescencije (MFI) tj. 
gustine ekspresije ovih antigena. Merenja ekspresije površinskih antigena 
na KT-BC su rađena prvog, trećeg i petog dana skladištenja, korišćenjem 
protočnog citometra i monoklonskih antitela, obeleženih fluorohromima, na 
CD41, CD42a, CD42b,CD62p, CD63 i CD36 molekul,  i Aneksina V.
U odnosu na prvi dan, trećeg dana skladištenja utvrđeno je smanjenje pro-
centa trombocita koji eksprimiraju CD42b, CD42a, i povećanje procenta 
trombocita koji eksprimiraju CD36. Petog dana skladištenja, procenat 
trombocita koji eksprimiraju CD41 je bio, u odnosu na prvi dan, smanjen, 
dok je  procenat trombocita koji eksprimiraju CD62p i CD36 bio povećan. 
Razlika između trećeg i petog dana postojala je samo u procentu trom-
bocita koji eksprimiraju CD62p.
Vrednost MFI je porastao za CD42a i CD36 antigene od prvog do trećeg, 
kao i do petog dana skladištenja. Vrednost MFI za CD41 antigen je u 
ovom periodu značajno opala. 
Utvrđen je minimalno povišen procenat ekspresije pojedinih aktivacionih 
trombocitnih markera, koji nije izlazio izvan opsega referentnih vrednosti, 
što odražava dobro očuvanu funkciju trombocita skladištenih u tečnom 
stanju.
Ključne reči: koncentrovani trombociti, protočna citometrija, trombocitni 
markeri, MFI
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ih iz jedinica krvi od nasumično izabranih dobro-
voljnih davalaca, koji tokom poslednjih 7 dana 
nisu uzimali preparate acetilsalicilne kiseline i kod 
kojih je vreme eksfuzije bilo kraće od šest minu-
ta. Krv u volumenu od 450±45 ml je prikupljena 
u osnovnu kesu četvorodelnog sistema plastičnih 
kesa (Terumo, Tokio, Japan), u kojoj se nalazi 63 
ml antikoagulaciono-konzervišućeg rastvora CPD 
(citrat-fosfat-dekstroza). Za centrifugovanje jedini-
ca cele krvi i BC-I (buffy-coat primarni) korišćena 
je centrifuga Hettich-Roto Silenta RP (Hettich, 
Tuttlingen, Nemačka), a za razdvajanje produ-
kata krvi automatski aparat za obradu krvi EX-30 
(Terumo, Tokio, Japan). Jedinice KT-BC su čuvane 
do 5 dana u termostatu "Cooled Orbital Incubator" 
(Gallenkamp, Ieics, Engleska) pri temperaturi od 
22±20C uz stalno horizontalno protresanje.

Određivanje ekspresije trombocitnih markera (CD)
Uzorci KT-BC koji su korišćeni za ispitivanje 

ekspresije trombocitnih markera prvog dana izdva-
jani su nakon 2 sata stajanja na tresilici. Ostali uzorci 
su uzimani trećeg i petog dana sterilnom brizgalicom 
iz jedinica KT, prenošeni u plastične suve epruvete 
(5ml), nakon čega su brojani na automatskom bro-
jaču krvnih ćelija Technicon H-3 System (Technicon 
Corporation, New York, SAD). 

 Nakon brojanja, iz uzorka KT je uzimana zapre-
mina u kojoj se nalazilo 25x106 trombocita. U tu 
suspenziju je dodavano po 200 μL 1% rastora para-
formaldehida kojim su fiksirane ćelije, a zatim je 
do ukupne zapremine od 1 ml, dodavan fosfatni 
pufer (PBS). U po 100 μl ove suspenzije, u kojoj se 
nalazilo 2,5x105 fiksiranih trombocita, dodavana su 
fluorescentnim markerima obeležena monoklonska 
antitela. Ćelije su sa antitelima inkubirane 30 min. u 
mraku, na sobnoj temperaturi. Korišćena su sledeća 
monoklonska antitela konjugovana FITC-om ili fikoe-
ritrinom: BD Pharmingen CD42a (anti-GPIX/CD42a), 
(Becton Dickinson, San Jose, SAD), PM6/248 (anti-
GPIIb-IIIa/CD41) (Serotec, Oxford, Velika Britanija), 
CLB-MB45 (anti-GPIbα/CD42b), CLB-AK-6 (anti-P 
selectin/CD62), CLB-gran/12 (anti-GP53/CD63) i 
CLB-IVC7 (anti-GPIV/CD36), (CLB, Amsterdam, 
Holandija).

Po završenom inkubiranju, višak neveza-
nog antitela uklonjen je ispiranjem uzorka centri-
fugiranjem. Trombociti su zatim resuspendovani 
u PBS sa 0.3 mM EDTA i 0.1% BSA i analizirani 
na protočnom citometru (Epics XL flow cytometer, 
Coulter Corporation, Miami, FL, SAD). Trombociti 
su identifikovani na osnovu njihove karakteristične 
veličine (linear forward scatter) i granuliranosti (log 
side scatter). Određivan je �������������������������  prosečni intenzitet fluo-
rescence (engl. „mean fluorescence intensity“ MFI) 
na trombocitima kao i procenat trombocita koji su bili 
obeleženi, tj. koji su vezivali monoklonsko antitelo.

cija na otvorenom srcu), kao i prilikom primene većih 
radio i hemioterapijskih doza u lečenju malignih 
hemopatija i solidnih tumora. 

Trombociti dobijeni procesiranjem iz jedinica 
sveže cele krvi ili prikupljeni aferezom mogu se 
transfundovati neposredno po pripremanju ili nakon 
skladištenja u suspenziji u tečnom stanju, najduže 
od 5 do 7 dana na temperaturi od 20±2 oC (4, 5). 
Prikupljanje i priprema trombocita za skladištenje in 
vitro izaziva mikrotraume koje će uticati na hemo-
statske funkcije in vivo. Tokom skladištenja, s 
obzirom da trombociti nisu stvoreni za dugotrajno 
preživljavanje ex vivo, smanjuje se broj trombocita 
u jedinicama KT za 50–70% (4, 5), menja se mor-
fologija, tj snižava vrednost tzv. morfološkog skora 
trombocita – MST i slabi njihova funkcija (5).

Tehnikom protočne citometrije mogu se utvr-
diti promene u ekspresiji proteina trombocita koje se 
opisuju kao redistribucije, relokacije, sekvestracije, 
internalizacije, translokacije i slično. Ova tehnika 
se pokazala kao veoma korisna u našim ispitiva
njima promena površinskih antigena nastalih tokom 
kriokonzervacije trombocita (5–10). Glikoproteini na 
membrani trombocita regulišu adhezivne i kohezivne 
funkcije trombocita. Inicijalno vezivanje trombocita 
za subendotelni matriks je posredovano interakcijom 
von Willebrandovog faktora (vWF), vezanog za sub-
endotel, sa trombocitnim glikoproteinom GPIb (11). 
Interakcije trombocitnog GPIIb-IIIa sa fibrinogenom 
iz plazme i vWF igraju glavnu ulogu u međusobnim 
reakcijama trombocita neophodnim za agregaciju. 
Oslobađanje sadržaja trombocitnih granula indu-
kovano aktivacijom ispituje se na osnovu prisustva 
oslobođenih proteina u ekstracelularnu tečnost, kao 
i pojavom antigena granula trombocita na spoljašnjoj 
površini membrane koji su inače u “mirujućim” trom-
bocitima sekvestrirani intracelularno. Strukturalni 
i adhezivni proteini prisutni u alfa-granulama 
oslobađaju se kroz kanale otvorenog kanalikularnog 
sistema i vezuju za spoljašnje membrane aktivisanih 
trombocita (P-selektin, fibrinogen, vWF). Protočnom 
citometrijom se pomoću specifičnih monoklon-
skih antitela analiziraju kvantitativne i kvalitativne 
promene ekspresije glavnih glikoproteina, da bi se 
ustanovila povezanost ovih promena sa kontrolom 
funkcije trombocita, kao i konformacione promene 
tokom aktivacije i ekspresije antigena sadržanih u 
alfa-granulama i lizozomalnim membranama (11).

Cilj ovog istraživanja je da se na osnovu vred-
nosti ekspresije specifičnih površinskih markera 
(membranskih antigena), odredi stepen aktivacije i/
ili oštećenja trombocita, tokom skladištenja u tečnom 
stanju do pet dana. 

Materijal i metode

Jedinice koncentrovanih trombocita
Ispitivanjem je obuhvaćeno 24 uzorka KT 

dobijenih iz buffy-coat-a (KT-BC), pripremljen-
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U odnosu na prvi dan, u uzorcima KT-BC istog 
davaoca, trećeg dana skladištenja utvrđene su sta-
tistički značajne promene u procentu trombocita koji 
eksprimiraju CD42b (p=0,0068), CD42a (p=0,0247), 
kao i CD36 (p=0,0310). Procenat ćelija koje ekspri-
miraju CD42b i CD42a molekula je bio niži, a proce-
nat ćelija koje eksprimiraju CD36 je bio viši trećeg, 
u odnosu na prvi dan. U odnosu na prvi dan, petog 
dana skladištenja detektovano je statistički znača
jno povećanje procenta trombocita koji eksprimiraju 
CD62p (p=0,0053) i CD36 (p=0,0089) glikoproteine, 
dok je procenat ekspresije CD41 molekula bio slabo, 
ali ipak statistički značajno (p=0,0237) niži. Značajna 
promena u procentu pozitivnih trombocita petog u 
odnosu na treći dan, detektovana je samo za CD62p 
antigen. Procenat CD62p pozitivnih ćelija trećeg 
dana je iznosio 7,5±2,4, da bi petog dana dostigao 
vrednost od 15,1±5,2 (p=0,0023) (Slika 1). Procenat 
trombocita koji eksprimiraju CD63 i PS nije se zna-
čajno menjao u ispitivanom periodu. 

Ispoljavanje anjonskog fosfatidil serina (PS) ana-
lizirano je na osnovu vezivanja Aneksina V za ovaj 
fosfolipid. Trombociti su neposredno pre analize 
resuspendovani u odnosu 1:10, u svežem 10 mM 
HEPES puferu koji sadrži 2,5 mM Ca2+, a potom 
su lagano izmešani sa Ca-HBS (0.14M NaCl, 2.5 
mM CaCl

2
, 10mM HEPES, pH 7.4)  u koji je dodat 

Aneksin V-FITC (Annexin V-Fluos, Roche Diag. 
Mannheim, Nemačka) i inkubirani 5 min. na ambijen-
talnoj temperaturi, u mraku. Nakon inkubacije u ćelij-
sku suspenziju je dodavan Ca-HBS i ćelije su odmah 
analizirane na protočnom citometru.

 
Statistička obrada rezultata

Statističku obradu rezultata činili su prikupljanje 
i grupisanje podataka i analiza značajnosti razlika 
utvrđenih vrednosti. Dobijeni podaci su izraženi u 
obliku srednje vrednosti (x), uz uzimanje u obzir 
vrednosti standardne devijacije (SD). Statistička 
značajnost između parametrijskih vrednosti ispitiva-
nih uzoraka prvog, trećeg i petog dana je izračunata 
Studentovim t-testom (nezavisnim i zavisnim), upo-
trebom statističkog programa Origin. Kao statistički 
značajne uzete su vrednosti za p<0,05. 

Rezultati

Uticaj vremena skladištenja na ekspresiju antigena 
trombocita u uzorcima KT-BC

Uticaj vremena skladištenja na ekspresiju antige-
na na ukupnim trombocitima u uzorcima KT-BC ana-
liziran je metodama protočne citometrije. Rezultati 
izraženi kao procenat trombocita koji eksprimiraju 
određeni antigen i prosečni intenzitet fluorescence 
(MFI) na trombocitima za dati antigen, prvog, trećeg i 
petog dana skladištenja prikazani su u Tabeli 1.

C D  m a r k e r i 1 .  d a n 3. dan 5. dan
GPIb/CD42b 

[%] 

96,2 ± 3,0 95,2  ± 2,8‡ 95,7  ± 0,9
GPIIb–IIIa/CD41 98,7 ± 0,4 97,0 ± 2,1 98,2 ± 0,6‡
GP140/CD62p 7,3 ± 1,64 7,5 ± 2,4 15,1 ± 5,2‡*
GP53/CD63 1,1 ± 0,4 1,8 ± 1,7 1,4 ± 0,3
PS 4,4 ± 0,9 6,7 ± 3,6 5,4 ± 2,0
GPIX/CD42a 98,6 ± 0,6 96,1 ± 2,7‡ 97,2 ± 1,4
GPIV/CD36 90,6 ± 3,9 93,9 ± 2,5‡ 94,2 ± 1,2‡
GPIX/CD42a

MFI
6,2 ± 0,6 7,9 ± 1,1‡ 8,0 ± 0,7‡

GPIIb–IIIa/CD41 26,8 ± 3,3 22,9 ± 2,8‡ 20,7 ± 1,9‡*
GPIV/CD36 9,3 ± 2,1 13,0 ± 3,6‡ 18,6 ± 4,8‡*

Podaci su izraženi kao prosečna vrednost ± SD;
PS = fosfatidil serin;
[%]  = procenat trombocita sa ekspresijom antigena;
MFI= prosečan intenzitet fluorescencije;
‡ 1. dan vs. 3. dan skladištenja, odnosno 1. dan vs. 5. dan skladištenja  (p<0.05);
* intergrupno (3. dan vs. 5. dan skladištenja) (p<0.05).

Tabela 1. Ekspresija trombocitnih antigena tokom petodnevnog skladištenja KT-BC

Slika 1. Fluocitometrijsko ispitivanje  CD62p trombocita
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krvarećih trombocitopeničnih bolesnika efikasno 
zaustavljaju krvarenje, iako se ne detektuje porast 
njihovog broja u perifernoj krvi. 

Postoji studija u kojoj je pokazano da su lezi-
je trombocita povezane sa aktivacijom/stimulaci-
jom/oštećenjem tokom kolekcije i skladištenja (17). 
Aktivacija se ogleda kroz porast nivoa intraćelijskog 
kalcijuma, koji stimuliše proteaze koje utiču na struk-
ture membrane/citoskeleta, što rezultuje gubitkom 
diskoidnog oblika, ekspresijom P-selektina, gubitkom 
GPIb i funkcije mitohondrija, koje su u vezi sa lezi-
jama koje nastaju tokom skladištenja (18, 19). 

Protočna citometrija je najznačajniji metod za 
ispitivanje ekspresije antigena, a samim  tim i funk-
cije trombocita. Ovom metodom je omogućena 
izolacija i analiza trombocita u mešanoj ćelijskoj 
populaciji ili u celoj krvi. Metoda protočne citome-
trije se primenjuje za detekciju proteina vezanih za 
trombocite, antigena i antitela u serumu, aktivacije i 
interreakcije sa drugim ćelijama, ispitivanje intraće-
lijskog kalcijuma i merenje retikularnih trombocita. 
Tehnički, mnogo je teže izvesti ispitivanja trombocita 
nego granulocita, odnosno eritrocita, jer se naročita 
pažnja mora posvetiti sprečavanju agregacije, da 
bi se obezbedila ćelijska suspenzija pojedinačnih 
ćelija, kao i sprečavanju in vitro aktivacije. Prisustvo 
trombocitnih fragmenata ili mikropartikula i debrisa, 
takođe može dovesti do pogrešnog tumačenja dobi-
jenih rezultata. Kako su trombociti mali, čak i velika 
zastupljenost antigena na površini ćelije obično daje 
manji fluorescentni signal u odnosu na isti antigen 
eksprimiran u istoj količini npr. na granulocitima. 
Brzina, reproducibilnost i preciznost ovog metoda, 
kao i potpuna automatizacija, garantuje dobijanje 
najpouzdanijih podataka nakon analize. Trombociti 
imaju mnoštvo površinskih glikoproteina, a funk-
cije nekih od njih još uvek nisu detaljno proučene. 
Dostupnost monoklonskih antitela koja prepoznaju 
ove molekule i njihove neoepitope koji su eksprimi-
rani nakon aktivacije, omogućili su široku upotrebu 
protočne citometrije u ispitivanju fiziologije tromboci-
ta, funkcije i interreakcije sa leukocitima i endotelnim 
ćelijama. Na ovaj način se detektuje spektrum spe-
cifičnih aktivacijom zavisnih modifikacija na površini 
membrane trombocita koje određuju a���������������ktivacioni����� ����sta-
tus i reaktivnost cirkulišućih trombocita. Precizno se 
može utvrditi: a) procenat trombocita koji eksprimira-
ju određeni antigen (procenat trombocita koji se boje 
pozitivno���������������������������������������������   ��������������������������������������������  za������������������������������������������   �����������������������������������������  odre�������������������������������������  đ������������������������������������  eno���������������������������������   ��������������������������������  antitelo������������������������  , i b) prosečni intenzi-
tet fluorescence (MFI) koji je odraz gustine ekspresi-
ja antigena, i koristi se kao semikvantitativni test za 
procenu količine vezanog antitela, na osnovu koje 
se definiše broj molekula antigena po trombocitu. U 
zavisnosti od eksperimentalnih okolnosti i fiziološke 
prirode antigena koji se meri, nekad veću značajnost 
za procenu funkcionalnog stanja trombocita može 
imati���������������������������������������������� vrednost ������������������������������������MFI���������������������������������, �������������������������������a������������������������������ �����������������������������nekad������������������������ vrednost ��������������procenta������ �����trom-
bocita����������������������������������������������       ���������������������������������������������     koji�����������������������������������������      ����������������������������������������    ispoljavaju�����������������������������     ����������������������������   odre������������������������   đ�����������������������   eni��������������������    �������������������  antigen������������   (���������� tzv������� . �����pozi-

Promene u vrednosti MFI, tj. u broju molekula po 
ćeliji, do kojih dolazi tokom skladištenja analizirane 
su za CD42a, CD41 i CD36 glikoproteine. U odno-
su na prvi dan, vrednosti MFI za sva tri ispitivana 
antigena bile su statistički značajno promenjene 
i trećeg, i petog dana. Vrednost MFI za CD42a je 
prvog dana iznosila 6,2 ±  0,6, da bi trećeg dana 
statistički značajno porasla na vrednost od 8,0 ± 1,1 
(p=0,0015). U odnosu na treći dan, petog dana skla-
dištenja nije detektovan dalji porast u MFI vrednosti 
za CD42a molekul. Vrednost MFI za CD36 antigen 
je statistički značajno porasla trećeg u odnosu na 
prvi dan (p=0,0001). Međutim, za razliku od CD42a, 
MFI vrednost je za CD36 antigen rasla i posle trećeg 
dana, tako da je promena u broju molekula CD36 
po trombocitu statistički značajno porasla od trećeg 
do petog dana (p=0,00008). Za razliku od CD42a 
i CD36 MFI vrednost za CD41 antigen je, u odno-
su na prvi dan, bio statistički značajno niži i trećeg 
(p=0,0001) i petog dana skladištenja (p=0,0007). 
MFI vrednost za CD41 antigen prvog dana je izno-
sila 26,8 ± 3,3, da bi trećeg dana pala na vrednost od 
22,9 ± 2,8, i nastavila da pada na vrednost od 20,8 ± 1,9 
koliko je izmereno petog dana. Razlika u MFI vrednosti 
za CD41 antigen između trećeg i petog dana je bila stati-
stički značajna (p=0,0105).

Diskusija

Metodologija pripremanja KT se razlikuje od drža-
ve do države, a čak i u samim državama. U Severnoj 
Americi KT se uglavnom pripremaju centrifugova-
njem cele krvi izdvajanjem iz plazme bogate trom-
bocitima (PRP-platelet rich plasma), dok se u većini 
evropskih zemalja KT dobijaju iz buffy-coat-a. KT 
se mogu dobiti i različitim afereznim tehnikama. U 
Institutu za transfuziologiju Vojnomedicinske aka-
demije u Beogradu koriste se KT dobijeni diferenci-
jalnim centrifugovanjem iz buffy-coat-a. Ovaj način 
pripremanja je mnogo prihvatljiviji jer trombociti nisu 
u direktnom dodiru sa površinom kese, a eritro-
citi služe kao vrsta jastuka koji ublažava pritisak i 
oštećenja koja nastaju tokom centrifugovanja (12). 
Produkcija trombocita iz buffy-coat-a je u porastu 
poslednjih godina (13) uglavnom zbog smanjenog 
stepena aktivacije trombocita (12), redukovanog 
broja leukocita (13) kao i bolje očuvane funkcije u 
odnosu na trombocite dobijene iz PRP (14). Ovi 
trombociti se čuvaju na sobnoj temperaturi (22±2°C) 
tokom pet dana, mada se taj rok u nekim državama 
u Evropi produžava na sedam dana, uz bakterijsku 
kontrolu (15). Ovako ograničen vremenski rok rezul-
tuje visokim procentom jedinica sa isteklim rokom 
koje se ne mogu upotrebiti u terapijske svrhe. Tokom 
skladištenja dolazi i do pada životnog veka tromboc-
ita, tako da se nakon pet dana skladištenja izgubi i 
do 30% od početnog broja (16). Međutim, bez obzira 
na sve navedeno, ovakvi trombociti kod aktivno 
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imunoreaktivnih ni funkcionalnih izmena ekspresije, 
tokom skladištenja (20). Međutim, neki istraživači 
(30) su publikovali da petodnevno skladištenje slabi 
ekspresiju receptora za fibrinogen na trombocitima, 
u odgovoru na slabe agoniste (ADP ili epinefrin) 
bez kvantitativnog uticaja na GPIIb/IIIa kompleks. 
Takođe, može se spekulisati da navedene promene 
ekspresije membranskih glikoproteina trombocita 
tokom dugotrajnog skladištenja mogu biti posledica 
snižavanja pH vrednosti, s obzirom na činjenicu da 
pad pH ispod 6.0 izaziva ireverzibilni nastanak sfe-
ričnih i nabubrelih trombocita, te progresivni gubitak 
funkcije (31). Pored toga, treba uzeti u obzir da 
neodgovarajuća ravnoteža između gasne perme-
abilnosti plastičnih kesa, zapremine i kapaciteta 
pufera supernatantne plazme, kao i gustine ćelija u 
KT-BC, može doprineti relativnoj hipoksiji. To izaziva 
povećanje stvaranja laktata i pad pH nakon skladi-
štenja dužeg od pet dana. Osim navedenog, sadržaj 
leukocita takođe igra značajnu ulogu. Leukociti troše 
kiseonik i stvaraju mlečnu kiselinu i na taj način ubr-
zavaju sniženje pH i lezije trombocita koje nastaju pri 
skladištenju. Dokazano je da postoji korelacija izme-
đu broja leukocita u KT-BC, opadanja pH vrednosti, 
porasta elastaze i spontane proteolitičke aktivnosti 
(32). Ovo sugeriše da kontaminišući leukociti imaju 
štetne efekte na površinske glikoproteine i funkciju 
trombocita. 

Neutrofili za razliku od limfocita izazivaju pro-
mene u trombocitima i utiču na njihovu funkciju 
odnosno posttransfuzijski oporavak. Neutrofili se 
raspadaju tokom prva dva dana skladištenja osloba-
đajući sadržaj granula, dok limfociti zadržavaju svoju 
vijabilnost i funkciju (33). Serin proteaza iz granula 
izaziva mobilizaciju kalcijuma iz trombocita, sekre-
ciju i agregaciju (33). Elastaza dovodi do proteolize 
GPIb, glikoproteina IIb/IIIa i promene na receptoru za 
fibrinogen (33). Plazma sadrži visoke koncentracije 
inhibitora elastaze (inhibitor proteinaze i makroglo-
bulin), ali je elastaza rezistentna na njihovo dejstvo. 
Pored direktnih efekata enzima, degranulacija neu-
trofila potpomaže lizu i oslobađanje kalcijum zavisne 
proteaze iz trombocita, koja je snažan proteolitički 
enzim koji degradira GPIb. Tokom skladištenja dolazi 
do proteolize membranskog GPIb, što je praćeno 
mobilizacijom GPIb iz intraćelijskog pula i reekspre-
sijom na membrani (29). Na taj način membranski 
GPIb ostaje relativno konstantan uprkos značajnom 
premeštanju, odnosno promeni ukupnog GPIb. 

Klinički značaj ovih oštećenja trombocita nije 
poznat. Trombociti koji su izgubili GPIb sa svojih 
membrana ne adheriraju normalno za oštećeni 
endotel i ne vezuju se ni za trombin ni za vWF na 
uobičajeni način. Smanjenje ekspresije sijalinske 
kiseline koje se detektuje na membranskim glikopro-
teinima tokom skladištenja trombocita može dovesti 
do smanjenog preživljavanja trombocita, s obzirom 
da je gubitak sijalinske kiseline sa membranskh gli-

tivnih trombocita). Za razliku od metoda MFI, metod 
određivanja ���������������������������������������   procenta�������������������������������    ������������������������������   pozitivnih��������������������    �������������������  trombocita���������   �������� je������  �����neza-
vistan od varijacija u amplifikaciji signala.

Hemostatska efikasnost trombocita zavisi od spo-
sobnosti membranskog glikoproteinskog kompleksa 
Ib/IX i IIb/IIIa da reaguje sa njihovim odgovarajućim 
fiziološkim ligandima (20). Ispitivanje funkcionalnog 
integriteta ovih receptora, kod trombocita skladište-
nih in vitro, ima veliki značaj. Aktivisani trombociti 
mogu ispoljavati promene u ekspresiji GPIb i GPIIb/
IIIa, kao i povišenu ekspresiju specifičnih aktivacio-
nih markera kao što su CD62p ili lizozomalni potein 
CD63 (21). U literaturi su prisutna protivrečna sazna-
nja koja se odnose na ispitivanja ekspresije antigena 
na trombocitima (22–24). Takve razlike mogu nastati 
kao posledica korišćenja različitih antikoagulanasa, 
metoda pripremanja, uslova skladištenja, ograniče-
nja procedure koja su u mnogim slučajevima zasno-
vana isključivo na upotrebi specifičnih monoklonskih 
antitela, bez procenjivanja funkcionalnog statusa 
receptora.

Poređenjem vrednosti procenata ćelija koje ispo-
ljavaju određeni antigen u uzorcima KT-BC istog 
davaoca, prvog i trećeg dana skladišenja, poka-
zano je da postoje statistički značajne razlike u 
ekspresiji CD42a, CD42b i CD36 antigena (Tabela 
1). Smanjenje broja trombocita koji eksprimiraju 
CD42b (GPIb) detektovano je trećeg dana, nakon 
čega je procenat pozitivnih trombocita ostao nepro-
menjen do petog dana. Postoje saopštenja u kojima 
je smanjenje ekspresije GPIb pokazano već nakon 
prvog dana (22, 25), kao i suprotnih nalaza (21, 24, 
26, 27) koji pokazuju da se ekspresija ovog antigena 
ne menja (28). Smatra se da je progresivni gubitak 
GPIb molekula tokom skladištenja posledica aktiva-
cije proteolitičkih enzima u plazmi (20). Kompleks 
GPIb/IX se razgrađuje ili modulira brojnim protea-
zama, kao što su katepsin G, elastaza, kalpain ili 
plazmin (20), a nedavno je dokazana i aktivacija 
hidrolitičkih enzima tokom skladištenja trombocita in 
vitro. Proteolitičko cepanje GPIb uglavnom prikazuje 
glikokalicin, ekstraćelijski fragment koji sadrži vWF 
vezujuće mesto. Sledstveno tome, merenje nivoa gli-
kokalicina u plazmi se koristi kao pokazatelj razgrad-
nje GPIb. Drugi smatraju da objašnjenje neprome-
njene ekspresije GPIb leži u činjenici da postoji veliki 
intraćelijski pul GPIb, iz koga se tokom skladištenja 
GPIb redistribuira na površinu (29).  

U rezultatima ove studije pokazano je da postoje 
statistički značajne razlike u procentu trombocita 
koji eksprimiraju CD41, CD62p i CD36 u uzorcima 
KT-BC istog davaoca prvog i petog dana. Sumirajući 
izneto, može se zaključiti da tek petog dana posto-
ji značajan pad procenta trombocita pozitivnih za 
CD41 antigen, pa se može očekivati smanjena agre-
gacija trombocita skladištenih pet dana. U nekim 
saopštenjima (20, 22, 24) GPIIb/IIIa kompleks poka-
zuje stabilnost, odnosno ne dolazi do značajnijih 
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rezultati govore da značajnija aktivacija trombocita, 
reflektovana kroz porast ekspresije CD62p, počinje 
nakon trećeg dana skladištenja i raste dvostruko 
do kraja skladištenja na ambijentalnoj temperaturi. 
Procenat trombocita koji eksprimiraju CD62p anti-
gen, koji predstavlja merilo aktivacije trombocita, nije 
visok (15,1%) i nalazi se u okviru vrednosti (<40%) 
propisanih kontrolom kvaliteta (41). Viša ekspresija 
CD62p (>40%) za posledicu ima in vivo oporavak 
trombocita manji od 50% (42). Dok neke grupe auto-
ra otkrivaju da se procenat ekspresije CD62p antige-
na na trombocitima tokom skladištenja povećava dva 
puta (12, 14, 21, 43), drugi autori opisuju povećanje 
procenta ekspresije od  čak 15 puta (44, 45). 

U���������������������������������������������          ��������������������������������������������        studiji�������������������������������������         ������������������������������������       Holme i sar.������������������������      (46), v����������������   i���������������   š��������������   e�������������    ������������  od����������   50% �����trom-
bocita (PRP), skladištenih tokom 5 dana eksprimira 
CD62p, što ukazuje da naši KT-BC pokazuju bolju 
očuvanost intaktnih granula koja korelira sa in vivo 
vijabilnošću i oporavkom.

U našoj studiji nije utvrđena značajna aktivacija 
CD63 antigena tokom skladištenja, mada postoje 
saopštenja koja pokazuju da postoji dvostruki porast 
procenta ćelija koje ispoljavaju ovaj antigen nakon 
petodnevnog skladištenja (12). Rezultati slični našim 
su dobijeni i u drugim studijama (47, 48, 49). Sudeći 
po ovim rezultatima, ovako skladišteni trombociti 
imaju odličan kvalitet i terapijsku efikasnost.

Opisano je i da drugi marker aktivacije trom-
bocita, kao što je vezivanje aneksina V za anjon-
ski fosfolipid, fosfatidilserin (PS), takođe raste tokom 
skladištenja (37). U našoj studiji je pokazano da se 
ekspresija ovog aktivacionog markera nije statistički 
značajno menjala tokom pet dana skladištenja. 
Međutim, s obzirom da je neophodan znatno veći 
stepen aktivacije trombocita kao i veći stepen lezi-
ja koje nastaju tokom skladištenja za utvrđivanje 
promene ekspresije ovog markera, dobijeni podaci 
ukazuju na relativno mali stepen aktivacije, odnosno 
izuzetan kvalitet ovako pripremljenih i skladištenih 
trombocita.

Vrednosti prosečnog intenziteta fluorescence 
(MFI) su veoma značajne u istraživanju promena na 
glikoproteinima trombocita, jer prikazuju realni broj 
epitopa po pojedinačnoj ćeliji.

Rezultati naše studije pokazali su da postoje 
statistički značajne razlike u vrednostima MFI za 
CD42a, CD36 i CD41 eksprimiranih na ukupnim 
trombocitima KT-BC istog davaoca prvog i trećeg 
dana. U ovom periodu detektovan je porast vrednosti 
MFI za CD42a i CD36, i sniženje vrednosti MFI za 
CD41. Isti tip promena u ekspresiji navedenih anti-
gena uočen je i između uzoraka KT-BC istih dava-
laca prvog i petog dana skladištenja. Ovakvi rezultati 
pokazuju da se promene u broju ovih molekula po 
trombocitu detektuju već trećeg dana, i da se taj 
trend nastavlja do kraja skladištenja. Međutim, petog 
u odnosu na treći dan, detektovana je značajna 

koproteina udružen sa padom preživljavanja trombo-
cita u eksperimentalnim modelima (34).

Tokom petodnevnog skladištenja, dolazi do 
porasta procenta trombocita koji eksprimiraju CD36 
antigen. CD36 je receptor za kolagen (posreduje u 
prvoj fazi adhezije trombocita i kolagena) i trombo
spondin (posreduje u agregaciji trombocita i adheziji 
sa monocitima koje zavise od trombospondina), a i 
marker je aktivacije trombocita. Zapaža se da postoji 
statistički značajna razlika u porastu procenta trom-
bocita koji eksprimiraju CD36 trećeg i petog dana 
u odnosu na prvi dan. Međutim, razlika u procentu 
trombocita koji eksprimiraju CD36 petog u odnosu 
na treći dan nije detektovana. Sve ovo ukazuje na 
postojanje aktivacije trombocita tokom skladištenja 
koja je u odnosu na ovaj marker vidljiva već nakon 
trećeg dana. U dostupnoj literaturi nema sličnih ispi-
tivanja trombocita dobijenih iz buffy coat-a, ali podaci 
dobijeni u ovoj studiji potvrđuju da ima opravdanja za 
masovnije korišćenje ovog markera kao merila rane 
aktivacije trombocita. Postoji saopštenje u kome se 
iznosi da je CD36 mnogo osetljiviji klinički marker 
aktivacije trombocita nego aktivacijom indukovana 
ekspresija P-selekina i GPIIb/IIIa kompleksa (35). 
Michelson je dokazao da aktivacija trombocita rezul-
tuje povišenom ekspresijom GPIV na površini trom-
bocita (36). On tvrdi da porast ekspresije nije rezul-
tat promene u strukturi i/ili mikrookruženju GPIV, 
već je rezultat redistribucije GPIV iz unutrašnjeg 
depoa. Ovim eksperimentima je dokazano da postoji 
unutrašnji depo CD36 koji se nakon snažne stimu-
lacije trombinom redistribuira na površinu tromboc-
ita (36). Berger je potvrdio da je GPIV prisutan u 
a-granulama kao i u membranama otvorenog kana-
likularnog sistema, a stimulacija trombinom rezultuje 
redistribucijom GPIV do trombocitne membrane (35). 
Sledstveno lokaciji a-granula za deo unutrašnjeg 
depoa GPIV, agonisti koji su jaki "degranulatori" 
(kakav je trombin) značajno povećavaju GPIV 
na površini trombocita, dok agonisti koji su slabi 
"degranulatori" (kao što su kolagen i epinefrin) imaju 
malo efekata na ekspresiju ovog molekula.

Aktivacija trombocita je praćena povećanom 
ekspresijom P-selektina i GP53 (CD63) na membra-
ni trombocita. Ekspresija ovih antigena progresivno 
raste tokom skladištenja, a korelira sa stepenom 
aktivacije trombocita u jedinicama KT, te može izno-
siti od 20–30% petog dana, do 30–50% sedmog 
dana (37, 38). Pored ove forme P-selektina postoji 
i solubilni oblik koji se oslobađa u medijum sa povr-
šine trombocita nakon proteolize i predstavlja indi-
rektni marker aktivacije trombocita. Vrednosti ovog 
proteina kao i PF4 odnosno b-tromboglobulina se 
udvostručuju nakon petog dana skladištenja (39, 
40). U našoj studiji pokazano je da jedino u slučaju 
CD62p antigena postoji statistički značajna razlika 
u procentu pozitivnih trombocita u KT-BC uzorci-
ma istih davalaca petog u odnosu na treći dan. Ovi 
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Zaključak

U ovom radu, tehnikom protočne citometrije, na 
osnovu promene ekspresije površinskih antigena, 
ispitivali smo da li tokom petodnevnog skladištenja 
dolazi do aktivacije koncentrovanih trombocita.

Činjenica da je ekspresija CD62p u našoj studiji 
bila u okviru vrednosti propisanih kontrolom kvaliteta 
nakon petodnevnog skladištenja, ukazuje da naši 
KT-BC pokazuju odličnu očuvanost intaktnih granula, 
koja korelira sa in vivo vijabilnošću i oporavkom. 
Takođe nije utvrđena ni značajna aktivacija CD63 
antigena, koja je prisutna kod snažno aktiviranih KT, 
što garantuje da će ovako pripremani KT imati zavi-
dan funkcionalni kvalitet i terapijsku efikasnost. Iako 
postoji porast procenta vezivanja aneksina V za fos-
fatidilserin, procenat trombocita koji ispoljavaju ovaj 
aktivacioni marker nije se značajno menjao tokom 
skladištenja, što takođe ukazuje na relativno mali 
stepen aktivacije trombocita odnosno mali broj lezija 
koje nastaju tokom skladištenja. 

Smatramo da ovakve savremene in vitro studije 
predstavljaju dobru osnovu za nastavak istraživanja 
kliničkih efekata odnosno terapijske efikasnosti pri-
premljenih i skladištenih KT.

Rad je urađen u okviru projekta: VМА/06-10B.20

Summary

EVALUATION OF CONCENTRATED PLATELETS 
ACTIVATION LEVEL DURING STORAGE BASED ON 
THE EXPRESSION OF MEMBRANE GLYCOPROTEINS

Evaluation of factors responsible for storage lesions of platelets 
derived from buffy-coat (PC-BC) during storage are still matter 
of large interest. 
To determine, on the basis of expression of specific platelet 
markers (membrane antigen) in the total population of PC-BC, 
the extent of their activation and/or damage during storage up 
to five days at 20±2ºC.
PC-BC were stored under standard blood bank conditions. Activation 
of platelets was monitored by measuring percent of expression and 
MFI of surface glycoproteins. Measure was performed on day 
1, 3, 5, using flow cytometer and fluorochrome labeled monoclonal 
antibodies against CD41, CD42a, CD42b, CD62p, CD63, and 
CD36, molecules  and Annexin V.
There were significant differences in the percent of expression 
of CD42b, CD42a, and CD36 on whole platelets, detected first 
and third day of storage. Also, there was significant increase 
of the percent of expression of CD62p between first and fifth 
day, and also between third and fifth days. Significant differ-
ences were detected in the percent of expression between first 
and fifth day for CD41 and CD36 antigens. In addition,, MFI 
increased for CD42a and CD36 at third and  fifth day, but sig-
nificantly decreased for CD41.
Elevation of expression of platelet activation antigens  on 
PC-BC stored for five days in liquid form were minimal (within 
norms). This result reflects well-preserved and highly con-
served function of stored platelets.
Key words: Concentrated platelets, flow cytometry, platelet 
antigens, MFI

promena u vrednostima MFI za CD41 i CD36, dok 
značajna promena u vrednosti MFI za CD42a anti-
gen nije detektovana. Veoma je značajno da nisu 
detektovane promene u vrednostima MFI za aktiva-
cione antigene CD62p, CD63 i PS, kao i da je adhe-
ziona funkcija trombocita bila očuvana (naši nepub-
likovani rezultati). Postoje radovi koji govore da je 
gustina CD42b na trombocitima tokom skladištenja 
imala silaznu putanju (20, 21, 50). Ovakva pro
mena nije detektovana u našem istraživanju, kao i u 
sličnom radu drugih autora (51). 

U literaturi postoje različiti podaci o ekspresiji 
CD41. Rezultati nekih studija pokazuju da ekspre-
sija ovog antigena ostaje nepromenjena ili čak raste 
tokom skladištenja (22, 37), dok druge studije poka-
zuju da postoji lagani, ali statistički značajan pad do 
10% u vrednosti MFI za ovaj antigen (38). Kluter i 
sar., slično našim rezultatima, detektuju pad gustine 
CD41 na trombocitima nakon 24 satnog skladištenja 
na ambijentalnoj temperaturi (50). Nasuprot našim 
rezultatima, postoji saopštenje u kome se iznosi 
da MFI odnosno gustina CD41 na trombocitima 
lagano raste tokom prva četiri dana skladištenja 
na ambijentalnoj temperaturi, a petog dana dol-
azi do pada (47). Isti autori nisu našli značajnije 
promene glikoproteina tokom skladištenja, iako su 
promene koje su ukazivale na aktivaciju trombocita 
bile evidentne (47). Drugi autori takođe detektuju 
povećano vezivanje monoklonskih antitela za GPIIb/
IIIa kompleks (12). Porast vezivanja za ovaj antigen 
može da ukazuje na kontinuiranu aktivaciju i even-
tualno pogoršanje stanja trombocita (12, 20). Mada, 
Rinder nalazi da je količina GPIIb/IIIa na površini 
trombocita kod P-selektin pozitivnih trombocita viša 
nego kod P-selektin negativnih trombocita, verovat-
no zahvaljujući oslobađanju iz a-granula kao i drugih 
intraćelijskih pulova. On kao i drugi ne detektuje da 
tokom skladištenja dolazi do značajnijeg porasta 
gustine GPIIb/IIIa na trombocitima (21, 51, 52). 

Glikoprotein GPIV ubrzava reakciju trombocita sa 
kolagenom, a igra ulogu i u ranoj fazi adhezije trom-
bocita. Ekspresija ovog antigena raste nakon stimu-
lacije trombocita aktivišućim agensom (53), iako 
postoje radovi u kojima ovakvo povećanje ekspresije 
CD36 nije potvrđeno (54). Prema našim saznanjima 
do sada nisu publikovani rezultati koji bi se mogli 
uporediti sa našim, a odnose se na ekspresiju CD36 
antigena na trombocitima skladištenim tokom pet 
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