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Krajowa Rada Diagnostow Laboratoryjnych zgodnie
z art. 39 ustawy o diagnostyce laboratoryjnej z dnia 28 sierpnia
2003 przesyta sprawozdanie z dziatalno$ci Samorzadu
diagnostéw laboratoryjnych za rok ubiegty.

Ustawa o diagnostyce laboratoryjnej z dnia 27 lipca
2001, ktéra nadata tytut prawny zamierzeniom Krajowego
Komitetu Organizacyjnego na rzecz powotania Krajowej Izby
Diagnostow Laboratoryjnych stata sie de facto i de iure kontynuacja,
istniejacego juz Samorzadu diagnostow laboratoryjnych. Forme
strukturalng temu Samorzadowi nadat | Krajowy Zjazd
Delegatow Diagnostow Laboratoryjnych. Powstajaca Izba
Diagnostow Laboratoryjnych powotata na tym Zjezdzie, 5-6
grudnia 2002 roku, skiad Krajowej Rady Diagnostow
Laboratoryjnych, skiad Komisji Rewizyjnej, skiad Sadu
Dyscyplinarnego, skiad Wyzszego Sadu Dyscyplinarnego,
Rzecznika Dyscyplinarnego oraz jego zastepcOw i Prezesa
Krajowej Rady Diagnostdw Laboratoryjnych. Prezydium zostato
powotane na | posiedzeniu Krajowej Rady Diagnostow
Laboratoryjnych, 13 stycznia 2003 roku. Od tej daty nalezy
przyjac, ze powotana Krajowa lzba Diagnostow Laboratoryjnych
zaczeta funkcjonowaé dla stuzby pacjentom i os6b wykonujacych
czynnosci diagnostyki laboratoryjne;j.

Biuro Krajowej lzby Diagnostow Laboratoryjnych,
wedtug zapiséw ustawy o diagnostyce laboratoryjnej,
zainstalowane zostato w Warszawie po uzyskaniu lokalu
najemnego od Robotniczej Spdtdzielni Mieszkaniowej, na
Pradze, przy ul. Biatostockiej 7. Istotnym i wyjatkowym, réznym
od istniejacych podobnego typu samorzadow, posrod zawoddw
medycznych, ewenementem jest to, ze KIDL (KRDL) nie
otrzymywata, ani nie otrzymuje, jak tamte zadnego wsparcia
finansowego z budzetu panstwa. Inne korporacje, za przejete
zadania do realizacji, od administracji pafstwowej, otrzymuja
dotacje z budzetu.

Diagnostami laboratoryjnymi, z mocy ustawy, stawaty
sie tylko te osoby, ktére wykonywaty czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej, posiadaty studia wyzsze, studia na kierunkach
przydatnych do wykonywania i udzielania $wiadczen
zdrowotnych. Ich liczba, ani réznorodnos¢ typu wyksztatcenia,

nie byly znane. Informacje dotyczace wihasciwosci tej grupy
zawodowej znane byly Wydziatom Zdrowia Urzedow
Wojewddzkich, ale tylko do 1991 roku. Prawem, przed 1990
rokiem, do wykonywania zawodu objeci byli tylko absolwenci
analityki medycznej. Po 1990 roku zostaly reanimowane lzby
Samorzadowe, z pominieciem diagnostyki laboratoryjnej, a wraz
z przejeciem zadan od Panistwa przejety tez fundusze, ktore byly
przyznawane Urzedom Wojewddzkim, na realizacje tych zadan
przekazanych lzbie Lekarskiej, Pielegniarek i Potoznych oraz
Aptekarskiej.

Z chwilg powotania KIDL, przed diagnostami
laboratoryjnymi, staneta naglaca potrzeba i zadanie wypetnienia
luki informacyjnej dotyczacej waznej czeSci Swiadczen
medycznych. W ciggu kalendarzowego roku 2003 rozpoznaniu
i ewidencji poddanych zostato w lIzbie 11 560 wnioskdw,
czynnych zawodowo o0sob zatrudnionych w medycznych
laboratoriach diagnostycznych. Na te skiadaty sie laboratoria
diagnostyczne, mikrobiologiczne, parazytologiczne, serologiczne,
genetyczne, hematologiczne, transfuzjologiczne, patomorfolo-
giczne i niektére laboratoria pozostajgce w strukturach stacji
sanitarno-epidemiologicznych. Tak uczyniona ewidencja
osobowa pozwala okresli¢ juz strukture zawodu diagnostow
laboratoryjnych, tak co do typu wyksztakcenia, posiadanych
specjalizacji jak rowniez specyfikacji dotyczacej zakresu
udzielania $wiadczen. Rozpoznaniu poddane sg takze miejsca
pracy diagnostéw laboratoryjnych, ilosé podmiotéw i kwalifikacja
podmiotu wobec wymogow okre$lajacych standardy dla
medycznych laboratoriow diagnostycznych oraz struktura
podmiotow, ktérych czescig sktadowsg sg laboratoria. Krajowa
Izba Diagnostéw Laboratoryjnych posiada, stworzong przez
Biuro, baze danych — dokumentacje materiatowa 0s6b wpisanych
na liste diagnostow laboratoryjnych oraz forme elektroniczng
stanowigcg odzwierciedlenie zgromadzonych informacji
w teczkach osobowych. Na liste diagnostow zostato wpisanych
10 160 os6b wobec 11 580 wnioskéw ztozonych o wpis na liste.
Whioski zostaty weryfikowane na podstawie zebranych
dokumentow przekazanych przez Przedstawicieli KRDL na
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Na pierwszej stronie prezentujemy zdjecie nowej siedziby KIDL.
Od potowy wrzesnia 2004 nastepuje zmiana adresu:

03-428 Warszawa

Numery telefondw i numer konta pozostajg bez zmian. Dodatkowe numery telefoniczne
przedstawimy Panstwu w kolejnym numerze gazety oraz na stronie Internetowe;j.




Czy diagnosci laboratoryjni moga
wybic¢ sie na niezaleznos$c¢?

Czy diagnosci laboratoryjni
wybié sie na niezalezno$¢?

moga

Przewrotnos¢ z jaka niektdrzy przed-
stawiciele sztuki medycznej (nie nalezy myli¢
z naukami medycznymi), jest réwna zadufaniu,
gdy tworza w sobie przekonanie i usitujg innych
przekona¢, ze pacjent w medycznym
laboratorium diagnostycznym jest dla diagnosty
laboratoryjnego tylko numerem. Przewrotnos$¢
ta jest powtdrzong wersja, ze w $wiadczeniach
medycznych osobowy kontakt z pacjentem ma
tylko ten, ktéry potrafi nazwa¢ chorobe
i przyporzadkowa¢ objawom jaki$ specyfik
farmaceutyczny. Takie przekonania trudno
nazwa¢ bytoby teoriami, ale w gtowach wielu,
odbijajg sie echem podobne paradygmaty.
Diagnostyka laboratoryjna nie od lat
minionego piecdziesieciolecia jest obecna
w stuzbie ratowania zycia i zdrowia cztowiekowi,
gdyz do takiego przekonania doszli ludzie nauki,
ktérzy nie wywodzili sie ,,ze sztuki medycznej”.
By¢ moze za tymi Pionierami, jako tylko ogony
w komecie, podazaé beda medrcy Ci uprawiajacy
medycyne, i Swiadczenia zdrowotne bez
diagnostyki laboratoryjnej. Ci sg najbardziej
hatadliwi, rozgtaszajac, ze przed pacjentem
i wobec pacjenta nie muszg wystepowac
w towarzystwie diagnosty, fizjoterapeuty czy
pielegniarki. Tym za$, wystarczy za dostateczne
Zrédto informacji oglad pacjenta i nic wiecej.
Kontestowane za$ stosowane paski i krotkie testy
sg skutkiem niezrozumienia dla ich wiedzy
i doswiadczenia, gdy przy leczeniu pacjentéw,
niektorzy z nich petnych badari w laboratorium
sie domagajg. W zestawieniach i raportach
miesiecznych do NFZ, Ci wkasnie, najczesciej
i najobficiej podpierajg sie wirtualnymi,
ukazanymi badaniami z diagnostyki labo-
ratoryjnej. Ci tez wihasnie bronig dostepu do
informacji o sposobach leczenia i sposobach
rozliczania $wiadczen zdrowotnych podpierajac
sie tajemnicg zawodows, tajemnicg dotyczacy
pacjenta i jego ddbr osobistych, narazanych
w przypadku zbytniej dociekliwosci przez
pytajacego, gdzie i kiedy oraz w jakich warunkach
wykonane byty te badania.

Czy diagnosci laboratoryjni, ktérzy w petni
dyspozycyjnosci, w wysoko kwalifikowanych

laboratoriach i przy wpisaniu zawodu diagnosty
laboratoryjnego w krag zawodéw medycznych o
zaufaniu publicznym, majac materiat do badania
pobrany od pacjenta, czesto osobiscie przez
diagnoste pozostajg w kontakcie numery-
cznym z pacjentem, czy tez w kontakcie
osobowym. A czy materiat pobrany od
cztowieka, krew, wymaz jest nadal czescig osoby
ludzkiej, czy materiat ten staje sie tylko rzeczg?
Przeniesienie stosunku rzeczowego do pacjenta,
0 ktory tak czesto pacjenci oskarzajg biegtych
w sztuce leczenia jest projekcjg budzonego
sumienia, u tychze, przez publikatory. Czy, by¢
moze, fatwiej i lepiej jest zobaczy¢ ten stosunek
u innych przedstawicieli zawodéw, niz dostrze-
gac to w osobistej relacji do pacjenta. Diagnosci
laboratoryjni w interesie pacjentéw i w trosce
o ich dobro, dla ich zdrowia i zycia muszg wybié¢
sie na niezaleznos¢. Tego kolejnym etapem byt
samorzad zawodowy, ktory jest faktem od 3 lat.
Nastepnym krokiem, ktéry musza uczynic,
niekoniecznie przy akompaniamencie odgtoséw
walki bitewnej, ale poprzez madrych i roztro-
pnych parlamentarzystow. W nich spoczywa¢
bedzie gtos przyznajacy diagnostom prawo do
udzielania $wiadczen zdrowotnych w zakresie
diagnostyki laboratoryjnej refundowanej z publi-
cznych srodkow zdrowotnych i kontraktowania
Swiadczen diagnostycznych przez diagnostow
bezposrednio w Narodowym Funduszu
Zdrowia. Dlaczego niezaleznos¢ jest tak istotna?
Jest ona fundamentalna z przyczyn naukowych.
To badania w naukach biologicznych, chemi-
cznych, fizycznych, ogdlnie przyrodniczych
stworzyly mozliwosci dla $wiadczeniodawcow
medycznych; i to, ze spadta $miertelnos¢; i to, ze
wydtuza sie wiek zywotnosci zdolnosci ludzkie-
go organizmu do zabezpieczenia $rodkéw do
zycia i czerpania radosci z zycia i pracy - sg skut-
kiem tych badan. Zlecajacy farmakoterapie nie
stanowig trzonu i nie sg liczne reprezentowani
w zespotach naukowo - badawczych diagnostyki
laboratoryjne;j.

Absolwenci natomiast wydzia-
téw i kierunkéw studiow wokot diagnostyki,
wybijajg sie na niezalezno$¢ i wybijg sie, gdy
w obliczu zagrozen epidemiologicznych
i innych, wskaza¢ i rozpozna¢ muszg
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Dylematy etyczno-prawne

wynikajgce z rozwoju genetyki

Dylematy etyczno-prawne
wynikajace z rozwoju genetyki
medycznej i obowigzujgce zasady
etyczne prowadzenia
postepowania medycznego
w zakresie genetykKi

Niezwykle szybki rozwoj genetyki
w ostatnich dziesiecioleciach sprawit, ze
staneliSmy wobec zupetnie nowych
mozliwosci diagnostycznych, terapeuty-
cznych i badawczych. Postep w diagnostyce
genetycznej stanowi przetom, wyrazajacy
sie nie tylko mozliwoscig przeprowadzenia
badan genetycznych u pacjentéw, ktorzy
zgtaszajg sie do lekarza z powodu
okreslonych dolegliwosci. Mozliwe jest teraz
rozpoznanie choroby, jeszcze przed
wystgpieniem objawdw (diagnostyka
przedobjawowa), a takze ocena predyspo-
zycji do wystgpienia choroby (diagnostyka
predykcyjna). Badania genetyczne mozna
tez prowadzi¢ przed urodzeniem, co
pozwala na wykluczenie lub rozpoznanie
niektérych choréb u ptodu. Dzigki
postepowi w diagnostyce genetycznej
mozemy w wielu przypadkach, jesli nie
zapobiec wystgpieniu choroby, to
zaplanowa¢ efektywny schemat dziatan
profilaktycznych — na przyktad w odnie-
sieniu do nowotwordow dziedzicznych,
zmierzajagcy do wczesnego wykrycia
patologii. W przypadkach choréb, ktorych
rozwojowi nie tylko nie potrafimy zapobiec
(np. plasawica Huntingtona), ale tez nie
potrafimy ich leczy¢, pacjenci mogga uzyskac
informacje o tym, czy posiadajg niepra-
widtowy gen, a takze, jakie jest ryzyko
przekazania tego genu potomstwu.
Badania genetyczne, nawet w obecnie
dostepnym zakresie, wywotujg spory
etyczne. Przed nami tymczasem, stojg nowe
perspektywy zastosowania w praktyce
wiedzy genetycznej. Wiele z nowych
procedur, jak na przyktad klonowanie
narzadowe i reprodukcyjne, terapia genowa,
sporzadzanie ,,paszportow genetycznych”,
zindywidualizowanie terapii zgodne
z indywidualnym profilem podatnosci na
leki, diagnostyka przed-koncepcyjna, budzi
zasadnicze kontrowersje etyczne.

Obszar zagadnienn dotyczacych
aspektow etycznych badan genetycznych
jest tak szeroki i skomplikowany, ze
przekroczyt juz ramy zagadnienn czysto
medycznych. Do ich rozwigzania musza
wihaczy¢ sie filozofowie (etycy), prawnicy,
socjologowie, ktérzy wraz z lekarzami
i genetykami molekularnymi wspdlnie
powinni opracowa¢ normy etyczne
i prawne.

Dodatkowym trudnym problemem
wynikajacym z faktu coraz szerszego

zastosowania metod diagnostyki genety-
cznej jest pytanie, kto i na jakich zasadach
moze taka diagnostyke prowadzi¢. Rozwdj
stosunkowo prostych technik wykorzysty-
wanych w diagnostyce genetycznej jak
np. reakcja PCR, sekwencjonowanie genéw,
hodowla komorkowa lub tkankowa,
barwienie chromosomow, sprawit, ze do
przeprowadzenia wielu laboratoryjnych
procedur wystarczy przygotowanie
z zakresu biotechnologii. Do prowadzenia
genetycznej diagnostyki klinicznej jest
jednak niezbedna szeroka wiedza nie tylko
z zakresu procedur laboratoryjnych, lecz
rowniez znajomos¢ algorytméw postepo-
wania diagnostycznego w przypadkach
poszczegblnych ztozonych zaburzen
genetycznych, umiejetnosé analizy np. chro-
mosomow, znajomo$¢ zasad interpretacji
wynikbw w odniesieniu do rozpoznania
klinicznego. Na przyktad zastosowanie
niewtasciwej sondy w badaniu FISH
(fluorescencyjna in situ hybrydyzacja)
podczas diagnostyki ztozonych aberracji
chromosomowych lub zespotéw z mikro-
delecji, moze doprowadzi¢ do wydania
pacjentom fatszywych wynikéw. Obiekcje
budzi takze stosowanie przez niespecja-
listyczne laboratoria gotowych zestawow
(kitow) do diagnostyki molekularnej
niektérych choréb genetycznych jak np.
mukowiscydozy. W genie CFTR jest
znanych obecnie okoto 1000 réznych
mutacji, z ktorych 12 — 17 odpowiada za
okoto 75-80% przypadkéw tej choroby
w Europie Srodkowej i te whasnie mutacje
moga by¢ diagnozowane za pomocg kitow,
dostepnych w sprzedazy komercyjnej. Nie
stwierdzenie jednak mutacji w tych testach
nie oznacza wykluczenia choroby i ta
informacja musi zawsze znalez¢ sie
w interpretacji wyniku. Rozpoznanie
mutacji, obliguje natomiast do udzielenia
pacjentowi wiasciwej porady genetycznej,
obejmujacej rowniez porade rodzinna.
Innym przyktadem pozornie tatwej
diagnostyki molekularnej jest poszukiwanie
mutacji w genach odpowiedzialnych za
dziedzicznie wystepujace nowotwory, w tym
raka piersi lub/i jajnika. Niewtasciwa
interpretacja wynikéw tych badari moze
mie¢ dramatyczny wptyw na losy pacjentow
i ich rodzin. Zaniepokojenie budzi wiec fakt
pojawiania sie placéwek, ktore bez
przygotowania merytorycznego korzystajac
z powszechnej dostepnosci do metod
diagnostyki genetycznej (szczeg6lnie
diagnostyki molekularnej) proponuja
komercyjnie prowadzenie tych badan,
czesto nie unikajac podstawowych bledow
merytorycznych nawet w swoich
materiatach reklamowych (np. oferta
jednego z prywatnych laboratoriéw

genetycznych, z siedzibg we Wroctawiu,
w ktorej, miedzy innymi oferowane jest
»Wykrywanie nieuleczalnego uszkodzenia
genu odpowiedzialnego za genetycznie
uwarunkowany brak plemnikéw™).

W zwigzku z tymi, w ogromnym
skrocie przedstawionymi przeze mnie
problemami, w ciggu ostatnich lat w réznych
krajach podejmowano préby regulacji
dziatan dotyczacych genomu (diagnosty-
cznych i terapeutycznych, a takze badan
naukowych).

Wobec faktu, ze Polska stata sie
cztonkiem Unii Europejskiej i Rady Europy,
chciatam przedstawi¢ blizej tresci, zawarte
w konwencji ,,O ochronie Praw Cztowieka
i Godnosci Istoty Ludzkiej wobec Zasto-
sowan Biologii i Medycyny”, rozdziale
poswieconym regulacji badan genetycznych
i ich zastosownia pt. ”Ludzki genom” (The
Council of Europe Steering Committee on
Bioethics, Explanatory note to the working
document on the applications of genetics
for health purposes, Strasbourg, 6 February
2003).

W artykule 1 tego protokotu zawarta
jest gtéwna idea, przySwiecajaca autorom
omawianego dokumentu, a mdwigca
o ochronie ,,godnosci i tozsamosci istoty
ludzkiej i gwarantowanej kazdej osobie, bez
dyskryminacji, poszanowanie dla jej
integralnosci oraz innych podstawowych
praw i wolnosci wobec okreslonych
w artykule 2 zastosowan genetyki
w odniesieniu do istoty ludzkiej. Artykut 2
odnosi sie do ,zastosowan genetyki
w dziedzinie zdrowia, w tym dla celéw
eksperymentalnych, jak réwniez w dzie-
dzinach zatrudnienia i ubezpieczen,
powigzanych z dziataniami na genomie
ludzkim przeprowadzang na zyjacych
osobach lub na osobach zmartych. Artykut
4 wyraza zakaz wszelkiej dyskryminacji ze
wzgledu na dziedzictwo genetyczne,
a w artykule 5 podkreslono jednoznacznie,
ze ,w zastosowaniach genetyki bedacych
przedmiotem niniejszego Protokotu wia-
$ciwe zawodowe normy i standardy muszg
by¢ przestrzegane”, a wymagane informacje
sa przekazywane w spos6b zrozumiaty
i niedyrektywny.

W rozdziale opisujagcym zastosowania
genetyki dla celébw medycznych zostaty
jednoznacznie opisane normy i zasady, ktore
muszg by¢ spetnione podczas prowadzenia
badan na materiale genetycznym cztowieka,
aw szczegolnosci:

“warunkiem wykonania badan genety-
cznych jest udzielenie przez badanego, lub
jego opiekuna prawnego, $wiadomej zgody
na badania genetyczne, tj. po uzyskaniu
przez pacjenta szczegOtowej informacji
dotyczacej celéw i rodzaju badania, ryzyka



z nim zwigzanego, konsekwencji uzyskania
wynikéw badan dla osoby poddanej badaniu
(w tym w zakresie prokreacji), jak i dla
cztonkéw rodziny badanej osoby. Osoba
zainteresowana moze w kazdej chwili
swobodnie wycofa¢ zgode na badanie.
Szczeg6lng regulacjg objete jest
prowadzenie badan genetycznych na
osobach niepetnoletnich. Badania
genetyczne nie powinny by¢ prowadzone, az
do czasu uzyskania przez zainteresowanych
petnoletniosci, chyba, ze spowodowatoby to
uszczerbek dla jego zdrowia. Wazne jest, ze
nawet w przypadkach oséb niepetnoletnich,
zdanie zainteresowanego musi by¢ zawsze
wziete pod uwage, a znaczenie takiej opinii
wzrasta w zaleznosci od jego wieku i stopnia
dojrzatosci.”

W czesci poswieconej Swiadczeniom
genetycznym zostato jednoznacznie
sformutowane, ze ,,pracownicy ochrony
zdrowia, uczestniczacy w udzielaniu
Swiadczen genetycznych posiadaja
odpowiednie kwalifikacje i zostali
odpowiednio przeszkoleni, w sposéb
umozliwiajacy im wykonywanie czynnosci
zwigzanych z udzielanymi $wiadczeniami,
zgodnie z normami i obowigzkami
wynikajacymi z zasad postepowania
zawodowego, a testy genetyczne stosowane
w ramach $wiadczen genetycznych musza
spetnia¢ profesjonalne normy jakosci
naukowej i klinicznej”. Podkreslono, ze
dostep do badafn genetycznych powinien
by¢ réwny, w ramach mozliwosci
istniejagcych w kazdym z krajow
sygnatariuszy konwencji. Kazda osoba,
ktéra zostanie poddana badaniom
genetycznym musi miec¢ zapewniony dostep
do poradnictwa genetycznego, prowa-
dzonego przez odpowiednio wyszkolony
personel.

“W artykule omawiajagcym ochrone
prywatnosci i dostep do badan
genetycznych stwierdzono, ze kazdy ma
prawo do ochrony swojej prywatnosci,
w tym informacji uzyskanych z badan
genetycznych. Informacje o wynikach
badan genetycznych musza by¢ przekazane
osobom zainteresowanym, ponadto muszg
by¢ przekazane w sposob dla tej osoby
zrozumiaty. Szczegdlnie podkreslono, ze
»halezy respektowaé zyczenia oséb, ktére
nie chcg by¢ informowane”.

“W rozdziatach poswieconych testom
przedobjawowym i predykcyjnym (diagno-
styka zmian genetycznych, ktdre
w przysztosci mogg ,,spowodowac rozwoj
u badanego choroby lub zaburzenia, albo
mogacych wywotac¢ chorobe lub zaburzenie
w razie przekazania ich potomstwu, albo tez
majacych znaczenie dla postepowania
leczniczego”) stwierdzono, ze takie testy
moga by¢ prowadzone wytacznie dla celéw

Dylematy etyczno-prawne
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wynikajgce z rozwoju genetyki

zdrowotnych, lub dla badaf naukowych,
zwigzanych z celami zdrowotnymi.
Wyjatkowo, badania takie mogg by¢
przeprowadzone na osobach, nie majacych
zdolnosci do wyrazenia na nie zgody, jesli
takie badanie moze wnie$¢ wiedze
,,0 charakterze profilaktycznym, diagnosty-
cznym lub leczniczym albo dokonanie
$wiadomego wyboru w zakresie prokreacji”,
konieczng dla zdrowia danej rodziny.
Postanowienia przedstawianego Protokotu
odnosza sie rowniez do testéw znajdujacych
sie w wolnej sprzedazy, a w szczegélnosci:
”jezeli przepisy prawa dopuszczajg wolng
sprzedaz testow genetycznych, sprzedaz
taka podlega odpowiednim regulacjom
majacym na celu w szczeg6lnosci
zapewnienie prawidtowej informacji
i prawidtowego zrozumienia implikacji testu
przez osobe zainteresowang”.

Zakres protokotu, odnoszacy sie do
testow genetycznych, wykonywanych na
osobach zmartych reguluje mozliwo$¢
wykanania takich badan jedynie ,po
uzyskaniu wymaganej przepisami prawa
zgody lub zezwolenia”, a w szczegdlnosci
stanowi, iz ,,nie mozna przeprowadzi¢ testu
genetycznego, jezeli dana osoba zmarta
wyrazita za zycia sprzeciw”.

W sekcji, poSwieconej regulacji zasad
prowadzenia badan przesiewowych dla
celéow zdrowotnych ,,podejmowanych na
catej populacji lub na jej czesci, w celu
przedobjawowej identyfikacji 0séb,
u ktorych wystepuje zwiekszone ryzyko
rozwiniecia sie choroby lub zaburzenia
genetycznego albo przekazania potomstwu
takiej choroby lub zaburzenia” stwierdzono,
ze badania moga by¢ prowadzone jedynie,
jesli program zostat zatwierdzony przez
odpowiednig instytucje, jego znaczenie
naukowe i w zakresie ochrony zdrowia
zostato stwierdzone, a w konsekwencji tego
programu beda podjete dziatania
profilaktyczne lub lecznicze oraz, ze osoby
objete badaniami bedag w sposéb adekwatny
poinformowane. Prowadzacy badania sg
zobowigzani do ,,zapewnienia ochrony
przed stygmatyzacjg populacji lub czesci
populacji, ktérej zaproponowano udziat
w programie badar przesiewowych, a takze
cztonkom populacji biorgcym udziat
w badaniach”.

Omawiany protokét reguluje réwniez
zasady prowadzenia badan naukowych,
terapii genowej oraz interwencji na genomie
ludzkim.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze
omawiany protokotw sposéb wyczerpujacy
reguluje najbardziej podstawowe zasady
prowadzenia dziatar na genomie cztowieka.
Niektore z tych kwestii sg regulowane
roznymi aktami prawnymi, ale to
zagadnienie przekracza zakres niniejszej

publikacji. Nie ulega watpliwosci, ze Polska
nie tylko powinna sygnowa¢ omawiany
protokdt, lecz rowniez egzekwowac zasady
jego przestrzegania w dobrze pojetym
interesie pacjentow.

Literatura u autora.

Maria Sgsiadek
Zak¥ad Genetyki Katedry Patofizjologii,
Akademia Medyczna we Wrockawiu

Czy diagnosci laboratoryjni moga wybié¢
sie naniezaleznos$¢?

dokoriczenie ze strony 3.
przyczyne zagrozen i $rodki zaradcze. Nie
czynig tego i nie czyni¢ beda z pompatyczno-
$cig i odgtosami trab faryzejskich. Wspotcze-
sny i obecny nam S$wiat zagrozen, ktore
dotykaja cztowieka i szybko$¢ z jakag mogg sie
rozprzestrzenia¢, rowniez jako skutki
celowego dziatania, ztowieszczego, dajg
diagnostom asumpt, by rozpoznali SILE
SWOJEGO ZAWODU, SWOJEJ WIEDZY.
»Poznac site swojego zawodu” jest whasnie
mysla przewodnig i motto kolejnego numeru
,Diagnosty Laboratoryjnego”. Sitatadrzemie
w przesztosci, z jakiej wyrosty nadzieje ludzkie
na wynalezienie i odkrycie eliksiru mtodosci
i panaceum dla zdrowia. To w naukach,
z ktorych wyrasta diagnostyka laboratoryjna
znajdujg sie fundamenty i poktady mozliwosci
dziatan medycznych, z ktorymi ludzie wiaza
nadzieje i darza zaufaniem diagnostow.
Dostep do kodu genetycznego organizmu
ludzkiego stat sie Rubikonem w postepie
nauk medycznych. Promem przeprawia-
jacym na drugg strone byta diagnostyka
laboratoryjna. By jednak moc odczytac
tajemnice tkwigca w biologicznej i psychicznej
naturze cztowieka mato jest posigs¢ wiedze z
interny i farmakoterapii. Dla takich ,,profesjo-
nalistbw” jest ona zakryta. Otworzy sie
woéwczas, gdy adept sztuki medycznej
i profesjonalista stang sie pokorniejsi wobec
nauki, a sztuke leczenia zostawig prestidigi-
tatorom wéwczas gdy przy ordynowaniu leku
nie czujg i nie widza potrzeby poprzedzenia
diagnozy i terapie lekiem skorzystania z wiedzy
i rzetelnego badania wykonanego przez
diagnoste laboratoryjnego. Czy pokolenie
adeptow sztuki medycznej, wyroste w latach
ostatniego 50-lecia jest gotowe przyja¢ te
wiedze i te potrzebe, czy tez powtarzac beda,
ze W leczeniu i ratowaniu zdrowia i zycia
cztowieka nie sg konieczne badania wykonane
w medycznym laboratorium diagnostycznym.
Zaufanie za$ pacjentdw wyrazane przez okazji
udzielania $wiadczen, jest wtedy petniejsze,
gdy w procesie tym uczestnicza diagnosci
laboratoryjni, gdyz oni budujg zaufanie do
zawodow medycznych.

PrezesKRDL
Henryk Owczarek
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WALIDACJA METODY
POMIAROWE]

Coto jest walidacja metody pomiarowej?
Wedtug normy EN/PN 17025:2001
walidacja jest potwierdzeniem przez
zbadanie i przedstawienie obiektywnego
dowodu, ze zostaty spetnione wymagania
dotyczace zamierzonego zastosowania. Jest
procesem potwierdzajgcym, ze procedura
analityczna /badana metoda/ uzyta do
wykonania konkretnego, wyspecyfiko-
wanego oznaczenia/testu jest odpowiednia
do zamierzonego celu /fitness for
purpose/.
Dlaczego nalezy przeprowadza¢ walidacje
metody pomiarowe;j?
Walidacja metody jest dowodem spetnienia
okreslonych kryteriow jako$ciowych.
Swiadczy o tym, Ze laboratorium panuje nad
metodg i wydaje wiarygodne, Klinicznie
uzyteczne wyniki badan. Na podstawie
wynikéw wydawanych przez laboratorium
lekarz podejmuje decyzje czesto decydujace
0 zdrowiu i zyciu pacjenta. Pomimo
wysokich kosztow zwigzanych z walidacja,
jej zaniechanie moze okaza¢ sie
kosztowniejsze, w sytuacji gdy zostanie
podwazona przez zleceniodawce
(lekarza/pacjenta) jakos$¢ wykonanego
badania/oznaczenia, natomiast  labo-
ratorium nie potrafi wykazaé, ze
zastosowana metoda byta odpowiednia do
otrzymanego zlecenia, a wydany wynik
poprawny. Gruntowna znajomos$¢
charakterystyki metody daje mozliwos¢ jej
doskonalenia, adaptacji do specyficznych
potrzeb zleceniodawcy, pozwala na
uzyskanie danychdo oszacowania budzetu
niepewnosci pomiaru i co najwazniejsze,
umozliwia prawidtowg interpretacje
uzyskanych wynikéw. Ponadto walidacja
metod dostarcza informacji o kompe-
tencjach technicznych laboratorium
w procesie akredytacji.
Kiedy i w jakim zakresie nalezy
przeprowadzac walidacje metody?
Metoda powinna by¢ walidowana, kiedy
nalezy wykaza¢, ze jej parametry sa
odpowiednie do konkretnego analitycznego
problemu. Moze to dotyczy¢ nastepujacych
sytuaciji:
- wprowadzanie nowej metody,
- udoskonalanie metody lub dostosowywa-
nie jej do nowego problemu,
- gdy kontrola jakosci wykaze, ze ustalona
metoda zmienia sie w czasie,
- gdy dana metoda ma by¢ zastosowana
przez inny personel, nainnej aparaturze.
Norma EN ISO/IEC:15189 zaktada, ze
laboratorium powinno stosowac procedury
badawcze spetniajagce wymagania uzytko-
wnikow ustug laboratorium i odpowiadajace
rodzajowi badan. Preferowane sg procedury

Walidacja metody
pomiarowej

opublikowane ~ w miedzynarodowych,
krajowych czy regionalnych przewodnikach,
zalecane przez organizacje techniczne
(np. NCCLS, IFCC). Metody takie sg
opracowywane i przystosowywane do
okre$lonych systeméw pomiarowych przez
producentow aparatury i/lub odczynnikdw,
a nastepnie wprowadzane do laboratoriow.
Przyjmuje sie, ze walidacja przeprowadzona
przez producenta to tzw. walidacja
podstawowa, natomiast walidacja
przeprowadzona przez laboratorium to tzw.
walidacjawtorna.

Walidacja podstawowa.

Walidacja podstawowa swoim zakresem
(zgodnie z zapisem normy PN 17025:2001
rozdz.5.4.5.3.) obejmuje:

1) specyfikacje wymagan — nalezy okresli¢
parametry analityczne metody, w jakich
warunkach ma ona dziata¢ oraz z jaka
czutoscig i specyficznosciag

2) okreslenie cech charakterystycznych
metody — zbadanie zgodnie z zaleceniami
organizacji zalecajagcych nastepujacych
parametréw: czuto$¢ analityczna, liniowosé,
precyzje dla powtarzalnosci i odtwarzal-
nosci, odporno$¢ na czynniki zewnetrzne,
mozliwe interferncje, granice wykrywal-
nosci i oznaczalnosci

3) sprawdzenie, czy wyspecyfikowane
wymagania moga by¢ spetnione przez
stosowang metode

4) stwierdzenie walidacyjne o przydatnosci
metody

Walidacjawtérna

Zadaniem walidacji wtdrnej jest dokonanie
oceny czy dana metoda pomiarowa z jej
parametrami analitycznymi moze by¢
stosowana w rutynowej pracy laboratorium.
W laboratorium medycznym nalezy
rozrézni¢ walidacje zwigzang z wdrazaniem
nowej metody pomiarowej od walidacji
metody ustalonej, w stosowaniu ktorej
laboratorium posiada doswiadczenie.
Kluczem do procesu walidacji przepro-
wadzanej w laboratorium jest ocena
wielkosci btedu analitycznego. Niezbedne
jest ustalenie jakiego rodzaju bledy mogg
wystapi¢, jakie doswiadczenia mogg
dostarczy¢ danych o tych btedach, w jaki
sposob przeprowadzi¢ te doswiadczenia, ile
danych nalezy zgromadzi¢, aby wiasciwie
oszacowaC bledy oraz jakie metody
statystyczne pozwolg z uzyskanych danych
obliczy¢ wielko$¢ btedu i wreszcie jaka
wielkos¢ btedu jest mozliwa do za-
akceptowania.

Walidacja nowej metody pomiarowej
obejmowac powinna:

- zbadanie precyzji w serii jednoczesnej
/powtarzalno$¢/ oraz pomiedzy seriami
/odtwarzalno$¢/ w stabilnym materiale
kontrolnym z obliczeniem odchylenia

standardowego i wspétczynnika zmiennosci
(SDiCV%)

- ocene doktadnosci (poprawnosci), czyli
wyznaczenie wielkosci i kierunku biedu

systematycznego (D%)
- sprawdzenie liniowosci i czutosci anali-
tycznej

- weryfikacja granicy wykrywalnosci
/detekcji/ w tych metodach, gdzie jest to
istotne /np. pomiary stezen lekoéw/

- ocene wptywu substancji interferujacych
/ bilirubina, hemoglobina, lipemia/

- ocene stabilnosci metody, jej odpornosci
naczynniki zewnetrzne

- weryfikacje zakresu wartosci referencyj-
nych podanych przez producenta

- ocene przydatnosci analitycznej metody
w stosunku do catkowitego dopuszczalnego
btedu metody TEA

Walidacji metody ustalonej dokonuje sie
z chwilg wprowadzania do niej zmian -
udoskonalen czy rozszerzenia. Zakres tej
walidacji bedzie zalezat od rodzaju
wprowadzanych zmian. Laboratorium samo
decyduje, jakie parametry metody musi
oceni¢ w celu jej zwalidowania. Planujac
walidacje danej metody nalezy wzigé pod

uwage:
- zakres i dostepnos¢ danych z walidacji
podstawowej

- wymaganiaklienta/zleceniodawcy
- ograniczenia finansowe

- mozliwosci analityczne

- doswiadczenie personelu.

Iwona Szkop
Hanna Czeszko - Paprocka

W opracowaniu korzystano z nastepujacych

materiatdw:

1.PN-EN ISO 9000:2001 ,, Systemy zarzgdzania jakoscia.
Podstawy i terminologia”

2.Grupa Robocza EURACHEM: Przydatno$¢ metod
analitycznych do okreslonych celéw. Przewodnik walidacji
metod w laboratorium i zagadnienia zwigzane. Biuletyn
Informacyjny Klubu Polskich Laboratoriéw Badawczych
POLLAB, Nr2(Vol. 30), 2000

3PN-EN ISO/IEC 17025:2001 ,,Ogélne wymagania
dotyczace kompetencji laboratoriow badawczych
iwzorcujacych”

4.Wg. EN ISO/IEC 15189:2003 ,,Medical laboratories —
particular requirements for quality and competence”
5.Naskalski JW.: Treacebility — wywo6d metrologiczny
i proces przenoszenia poprawnosci wynikéw badan
laboratoryjnych. Bad. Diagn., Nr 5 (Vol.7), 2001
6.Materiaty szkoleniowe Kolegium Medycyny
Laboratoryjnej w Polsce oraz firmy Nova Medical Polska:
WAdrazanie systemu jakosci w laboratorium medycznym,
Gdansk, grudzien 2003

7.Materiaty szkoleniowe Centrum Edukacji
Menedzerskiejf PRMOTOR: Zasady prowadzenia kontroli
jakosci badan laboratoryjnych, Poznan, luty 2003
8.Komitet Techniczny ILAC ds. Technik Akredy-
tacyjnych : Wprowadzenie problematyki niepewnosci
pomiaru w badaniach w zwigzku z wejsciem do stosowania
normy 1ISO/1EC 17025, ILAC-G17:2002

9.James O. Westgard: Method validation — Selecting a
method to validate 2000

10.James O. Westgard: Method validation — The inner,
hidden, deeper, secret meaning 2000
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na poszczegdlne wojewddztwa lub
nadestanych do Biura droga pocztowa, czy
tez ztozonych bezposrednio w biurze przez
zainteresowane osoby. Wpis na liste
diagnostow laboratoryjnych stawat sie
podstawa wydanego ,,Zaswiadczenia
0 prawie wykonywania zawodu”, wowczas
gdy dostarczone dokumenty (dowdd
tozsamosci, dyplom ukonczenia studiow,
dyplom specjalizacji, zaswiadczenie
0 zatrudnieniu, badz S$wiadectwo pracy
uwiarygodnione za zgodno$¢ z oryginatem
oraz ztozona rota Slubowania, o$wiadczenie
o niekaralnosci i fotografie) potwierdzaty
dane zawarte we wnioskach. Warunkiem
wydania ,,Zaswiadczenia” byto takze
potwierdzenie wypetnienia obowigzku
uregulowania na biezaco skiadek czton-
kowskich. Krajowa Rada Diagnostow
Laboratoryjnych uczestniczyta i wspdtpra-
cowata z Ministerstwem Zdrowia, z Naro-
dowym Funduszem Zdrowia, z Konfe-
rencjg Okragtego Stotu — w Komisjach
pracujacych nad reformami stuzby zdrowia,
w pracach Sejmowej i Senackiej Komisji
Zdrowia. Opiniujac czesto, wnoszac uwagi,
postulaty do projektow ustaw i rozpo-
rzadzen poszczegb6lnych Ministerstw,
wyrazane byly stanowiska diagnostow
laboratoryjnych. Krajowa Rada Diagnostow
Laboratoryjnych wyrazata w wieloraki
sposéb i wielokrotnie opinie i ocene
dotyczacy istniejgcych struktur w stuzbie
zdrowia, przyczyn zapasci finansowej
w stuzbie zdrowia oraz zgtaszata projekty
i propozycje naprawy, reformy, czy restru-
kturyzacji stuzby zdrowia dla poprawienia
udzielanych $wiadczen zdrowotnych dla
pacjenta. Programy te byly kierowane na
rece Przewodniczacych Komisji, ktérym
patronowato Ministerstwo Zdrowia.
Krajowa Rada Diagnostéw Laborato-
ryjnych w swoim stanowisku, wyrazanym
w debatach Okragtego Stotu, jednozna-
cznie glosita, ze wpierw nalezy dokonac
analizy przyczyn zadtuzenia sie jednostek
stuzby zdrowia, a jakiekolwiek propozycje
oddtuzenia carte blanche dla przeksztatca-
jacych sie menadzerow, bedzie kolejng
zachetg do dalszej niefrasobliwosci
w dysponowaniu funduszami spoteczno-
panstwowymi. Takie tez zostato wyrazone
stanowisko KRDL przy Okraglym Stole.
Podobne stanowiska w kwestiach organi-
zacji i funkcjonowania jednostek stuzby
zdrowia, zagadnien praw pacjenta zostaty
wyrazone i przestane na rece przewodni-
czacych Zespotéw Roboczych Okragtego
Stotu i Ministerstwa Zdrowia.

Krajowa Rada Diagnostdw Laborator-
yjnych uczestniczyta w opracowaniu
rozporzadzenia MZ dotyczacego niezbe-
dnych badan diagnostycznych wymaganych

Sprawozdanie z rocznej
dziatalnosci KIDL

przy udzielaniu ubezpieczonym $wiadczen
zdrowotnych w ramach poz; rozporza-
dzenia okreslajacego standardy jakosci
wymagane wobec laboratoriow diagnosty-
cznych chcacych udziela¢ $wiadczen
zdrowotnych oraz rozporzadzenia okresla-
jacego zasady i kierunki uzyskiwania
specjalizacji przez diagnostéw laborato-
ryjnych. Czynnie wspoétuczestniczyta
w nowelizacji ustawy o diagnostyce
laboratoryjnej. Samorzad diagnostow
laboratoryjnych (KIDL), dla sprawowania
nadzoru nad nalezytym wykonywaniem
czynnosci diagnostyki laboratoryjnej
w sposob kolegialny, opracowat kanony
Kodeksu deontycznego diagnostow
laboratoryjnych, ktéry jest poddany ogélnej
konsultacji. Krajowa Rada Diagnostow
Laboratoryjnych zarejestrowata w Sadzie
Okregowym w Warszawie tytut gazety
,Diagnosta Laboratoryjny” i wydata 3 nu-
mery gazety, ktora jest transmisjg zadan,
celéw oraz porad prawnych docierajacych
do wszystkich cztonkéw korporacji.
Wybo6r Przewodniczacego Zespotu
Wizytatorow i jego zastepcy jest czescig
programu dziatan samorzgdowych.
Ponadto zadania samorzadu w ustalaniu
standardéw realizowane sg poprzez udziat
przedstawicieli KRDL w pracach
Ministerialnej Komisji opracowujgcej
wymogi dotyczace warunkow i wyposazenia
laboratoriéw oraz zakresu wymaganych
kompetencji przez udzielajgcych $wiad-
czenia diagnostyczne. 1lo$¢ czynnych
zawodowo diagnostow laboratoryjnych, ich
zdyscyplinowanie oraz wspétuczestniczenie
w wielu programach inicjowanych przez
KRDL wskazuje stosunkowo wysoKki
procent integracji $rodowiska. Podej-
mowane inicjatywy samoksztatceniowe
w poszczegolnych wojewddztwach przez
grupy inicjatywne, niesponsorowane
z budzetu panistwa, ani tez niestymulowane
dotad przez Konsultantéw ds. Diagnostyki
Laboratoryjnej, ukazujg wysoki poziom
samoorganizacji i samorzadnosci $rodo-
wiska. Organizowane sympozja i konfe-
rencje, ktorych inspiratorami sg przedsta-
wiciele KRDL i cztonkowie KIDL majg
charakter i zasieg ogdlnokrajowy o powa-
znym fadunku naukowym i metodo-
logicznym. Catoroczng dziatalnos¢ KRDL
mozna przedstawi¢ w czterech dziatach:

1. Organizacja Biura i Struktur Samorza-
dowych.

a. Bazalokalowa i materiatowa Biura KIDL,
b. Wyposazenie i nabycie koniecznych
urzadzen elektronicznych i telekomu-
nikacyjnych,

c. Dokumentowanie posiadanych i naptywa-
jacych wnioskdw o wpis na liste,

d. Tworzenie sieci komunikacyjnej
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i korespondencyjnej z réznymi podmiotami
administracji panstwa, ustawodawstwa,
administracji terenowej oraz jednostkami
stuzby zdrowia,

e. Tworzenie przez Biuro komunikacji
internetowej dostepnej dla diagnostow
w catym kraju,

f. Tworzenie zaplecza porad prawnych dla
diagnostéw i doradztwa w zakresie
restrukturyzacji podmiotéw S$wiadczacych
ustugi diagnostyczne.

2. Tworzenie Struktur Samorzgdowych
i nadzoru merytorycznego nad dziatalnoscig
diagnostyczng, wykonywang przez diagno-
stow laboratoryjnych.

a. 7 posiedzen KRDL,

b. 42 Uchwaly KRDL - przekazywane
w informacji do MZ,

c. 8 posiedzen Prezydium KRDL -
4 stanowiska do MZ, NFZ.

d. Mandat dla Przedstawicieli KRDL na
poszczegOlne Wojewddztwa w organizo-
wanie i reprezentowanie KIDL w terenie
oraz rozwigzywania petycji zgtaszanych
przez diagnostow laboratoryjnych do czasu
ostatecznego powotania Zespotu Wizyta-
toréw.

3. Tworzenie bazy danych (dokumentacja
w teczkach osobowych i elektroniczna) dla
wszystkich wnioskow ztozonych o wpis na
liste przez diagnostow laboratoryjnych.

a. Weryfikacja danych zawartych we
wnioskach na podstawie zgodnosci
z dostarczonymi dokumentami,

b. Weryfikacja uprawnief do wykonywania
czynnosci i zawodu zgodnie w wymogami
ustawy, zbierang i posiadang dokumentacjg
osobowa,

c. Opracowanie wzoru i wydawanie
»Zaswiadczen” o nabyciu prawa do wyko-
nywania zawodu diagnosty laboratoryjnego.
d. Dokumentacja i ksiegowanie skiadek
w wersji elektronicznej,

e. Przygotowanie i opracowanie wiasnej
bazy danych osobowych i konfigurowanie
jej do zobowigzan cztonkéw wynikajacych
z ptatnosci sktadek,

f. Prowadzenie ksiegowosci, buchalterii
przychodéw i wydatkow zwigzanych
z dziatalnoscig KRDL.

4. Dziatalnos¢ informacyjna i szkoleniowa,
ksztatceniowa.

a. Edytowanie Gazety ,,Diagnosta Labora-
toryjny” o nakfadzie: No1-9000,

No2 - 10500 egzemplarzy,

Gazeta jest kolportowana do kazdego
diagnosty laboratoryjnego sktadajacego
wniosek o wpis.

b. Wspdtudziat i organizowanie wesp6t
z Towarzystwami naukowymi, konferencji,
szkolen i sympozjow, przy réwnoczesnym
wsparciu tych inicjatyw przez KIDL
pomocg finansowg i poligraficzna.
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Ten zakres czynnosci i dziatari mozliwy byt
przy wykorzystaniu zapatu, pomystowosci
i zaangazowaniu 0séb tworzacych Biuro
(6 0s6b), Prezydium KRDL, 29 cztonkow
KRDL i 19 Przedstawicieli KRDL na
wojewddztwa. Powaznym problemem dla
realizacji tych zadan stawaly sie trudnosci
finansowe, przy braku dofinansowania
z budzetu panstwa inicjatyw KRDL.
Tworzace si¢ trudnosci i spietrzenie ilosci
wnioskow i dokumentdw naptywajacych do
KIDL przed ostatecznym terminem
okreslonym w ustawie, przy niezbyt licznym
zespole pracownikéw biura KIDL
uzasadniaty wydtuzajacy sie okres zwigzany
z weryfikacjg dokumentéw, szczeg6lnie po
okresie uprawomocnienia sie nowelizo-
wanej ustawy o diagnostyce laboratoryjnej
z dnia 28 sierpnia 2003 roku. Zadaniem na
rok nastepny dla Samorzadu diagnostow
laboratoryjnych bedzie dopracowanie
i zakonczenie konsultacji w Srodowisku
diagnostow laboratoryjnych dotyczacych
Kodeksu deontycznego dla diagnostow
laboratoryjnych; opracowanie i wyposa-
zenie kazdego diagnosty laboratoryjnego
w nowy dokument Prawa Wykonywania
Zawodu wedtug wzoru przygotowanego
przez KRDL i zaakceptowanego przez MZ;
dalsza ewidencja czynnych zawodowo
diagnostéw laboratoryjnych i podmiotéw
w ktorych udzielane sg $wiadczenia diagno-
styki laboratoryjnej (ewidencja laborato-
riéw); opracowanie programéw dla zespotu
wizytatoréw, standardéw jakosci i walidacji
udzielanych $wiadczerh diagnostycznych,
zgodnie z wymogami miedzynarodowymi
i zalecen MZ; opracowanie programu do
nowopowstajacej ustawy o $Swiadczeniach
opieki zdrowotnej finansowanych ze
Srodk6w publicznych, w ktorej zawarte
zostang zapisy o mozliwosci kontraktowania
przez platnika Swiadczen z diagnostyki
laboratoryjnej bezposrednio z podmiotami
prowadzacymi medyczne laboratoria
diagnostyczne a umozliwiajgce petny dostep
pacjentom do $wiadczen diagnostycznych,
dalsza konsolidacje i integracje srodowiska
diagnostdw laboratoryjnychi dbatos¢ o ety-
czng i merytoryczng strone udzielanych
Swiadczen diagnostyki laboratoryjnej
pacjentom. Celem i zadaniem nadrzednym
dla Samorzadu diagnostow jest najlepszy
i najwyzszy poziom $wiadczen zdrowotnych
udzielanych pacjentom dla utrzymania,
ratowaniazyciai zdrowia.

Z powazaniem

Prezes

Krajowej Rady

Diagnostow Laboratoryjnych
Dr Henryk Owczarek

Cytometria przeptywowa

w diagnostyce laboratoryjnej

MINISTERSTWO ZDROWIA
SEKRETARZ STANU
Ewa Kralkowska

Pan

Henryk Owczarek

Prezes Krajowej Rady
Diagnostow Laboratoryjnych

W odpowiedzi na pismo (znak: L. dz.
174/05/04) zawierajace sprawozdanie
z dziatalnosci samorzadu diagnostéw
laboratoryjnych za rok 2003 uprzejmie
dziekuje za przekazanie wyczerpujacej
i petnej informacji na temat funkcjonowania
korporacji zawodowej diagnostow.

Jednocze$nie pragne wyrazi¢ uznanie dla
0s0b zaangazowanych w proces tworzenia
struktur samorzadu diagnostéw laborato-
ryjnych. Sprawnie przeprowadzony wybér
cztonkéw organéw Krajowej 1zby Diagno-
stow Laboratoryjnych, tj. Krajowej Rady
Diagnostow Laboratoryjnych, Komisji
Rewizyjnej, Wyzszego Sadu Dyscy-
plinarnego i Sadu Dyscyplinarnego oraz
niezwtoczne podjecie pracy przez ww.
organy pozwolito samorzadowi diagnostow
na szybkie rozpoczecie realizacji zadan
natozonych na niego przepisami ustawy
z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce
laboratoryjnej (Dz. U. Nr 100, péz. 1083
zp6zn.zm.).

Podkreslenia wymaga czynne zaanga-
zowanie sie diagnostow laboratoryjnych
w dziatania majgce na celu wypracowanie
korzystnych i powszechnie akceptowalnych
rozwigzan probleméw stojacych przed
systemem ochrony zdrowia, a w szcze-
g6lnosci aktywny udziat w pracach
Konferencji Okragtego Stotu w Ochronie
Zdrowia. ROwniez wspdtpraca w ramach
prac legislacyjnych m.in. nad nowelizacjg
ustawy o diagnostyce laboratoryjnej oraz

cigg dalszy na stronie 12.
\ \
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w diagnostyce laboratoryjnej
Postep jaki dokonat sie w ostatnim
dziesiecioleciu w diagnostyce zaburzen
ukfadu krwiotworczego stwarza mozli-
wosci coraz skuteczniejszych interwencji
terapeutycznych. Postep ten wynika gtownie
z mozliwosci oceny fenotypu komorek krwi
i szpiku czyli ekspresji determinant
antygenowych bton komérkowych, struktur
cytoplazmatycznych oraz jader (22). Taka
analiza umozliwia okreslenie do jakiej linii
rozwojowej nalezy dana komorka, jaki jest
jej stopien zréznicowania i dojrzatosci oraz
stan czynnosciowy (34). Informacije te maja
fundamentalne znaczenie w wyborze
whadciwej terapii oraz rokowaniu co do
przebiegu choroby. Dokfadna charakte-
rystyka fenotypowa jest rowniez jednym

z licznych warunkéw niezbednych do
pomyslnego przeszczepienia szpiku
kostnego (33).

Mozliwo$¢ szybkiej i wieloparame-
trowej analizy fenotypowej komérek uktadu
krwiotwérczego powstata dzieki zasto-
sowaniu cytometrii przeptywowej (23).
Metoda ta pozwala na jednoczesne
okreslenie kilku rodzajow antygenéw
réznicowania (CD) poprzez uzycie
przeciwciat monoklonalnych dwu-, tréj- lub
cztero-kolorowych. Podstawowym
warunkiem wykonania analizy cytome-
trycznej jest doprowadzenie posiadanego
materiatu do zawiesiny pojedynczych
komorek. Przy pobieraniu materiatu do
analizy cytometrycznej stosuje sie
odpowiednie antykoagulanty, a ich dobor
zalezy od stosowanej procedury (np. w pro-
cedurze dla krwi petnej zalecany jest EDTA-
K2 dk krwi zylnej i heparyna lub hirudyna
dla szpiku). W uzyskanej zawiesinie
komoérek nalezy okresli¢ ich zywotnos$¢
Z uwagi na nieswoiste wigzanie przeciwciat
przez komorki nekrotyczne (38).

We wspotczesnej, rutynowej diagno-
styce hematologicznej podstawowe miejsce
cytometrii przeptywowej to okreslenie
fenotypu komorek blastycznych w biata-
czkach ostrych, szukanie choroby
resztkowej i molekuty opornosci wielo-
lekowej. Dzieki tym metodom wzrosty
szanse pacjentdw na przeszczepienie szpiku
zakoniczone powodzeniem (23).

Cytometria przeptywowa
w diagnostyce biataczek ostrych

Cytometria przeptywowa w dia-
gnostyce biataczek ostrych pozwala na
okreslenie fenotypu komorek blastycznych
(fenotypéw biataczko-wych), takich gdzie
na komorkach obecne sg struktury
normalnie nie wystepujace lub brak jest
struktur obecnych na komorkach
prawidtowych (7).

Uzycie odpowiednich zestawow
przeciwciat monoklonalnych (paneli)
pozwala na okre$lenie pochodzenia
komérek blastycznych, stopnia ich
dojrzatosci i zrdéznicowania. Badanie
fenotypu komorek blastycznych biataczki
powinno by¢é wykonane réwnolegle do
oceny hematologicznej rozmazu
i mielogramu oraz badan cytochemicznych
(klasyfikacja FAB). Przy wykorzystaniu
fenotypow komorek blastycznych do
interpretacji klinicznej, nalezy pamietac, ze
musza by¢ spetnione kryteria wg FAB (27).
Jezeli obok markeréw linii mieloidalnej
wykrywa sie obecno$¢ markeréw innych
Unii komorkowych, méwimy o tzw.
koekspresjii, dwuliniowosci czy dwuklona-
tnosci (25). Zastosowanie analizy cytome-
trycznej maszczeg6lne znaczenie w sytuacii,



gdy barwienia cytochemiczne sg ujemne
i istnieje ryzyko mylnego zakwalifikowania
komorek blastycznych jako niezrézni-
cowanych. Niesie to za sobg konsekwencje
niewkasciwego sposobu leczenia chorego.
Powszechnie wiadomo, ze trafnos¢
rozpoznawania biataczek ostrych w oparciu
o Klasyfikacje FAB nie przekracza 80%
nawet w zespotach o duzym doswiadczeniu
hematologicznym. Btedy w rozpoznawaniu
dotyczg gtownie postaci OBS (ostre
biataczki szpikowe = OBNL (ostre
biataczki nielimfoblastyczne): M4
(biataczka mielomonocytowa), M5
(monocytowa), M6 (erytroleukemia)
i MDS (zespoty mielodysplastyczne), (typ
RAEB) niedokrwisto$¢ oporna na leczenie,
ze zwiekszonym odsetkiem blastow) a takze
biataczek limfoblasty-cznych (typ LI, L2)
(11). Przy pomocy klasyfikacji FAB podtypy
MO (OBS niezr6znicowana) i M7 (OBS
megakarioblastyczna) nie sg w og0le
rozpoznawane (17).

Wiadomo takze, ze ponad 40% OBL jest
PAS ujemnaa 15% OBNL moze wykazywaé
cechy mielodysplazji trojuktadowe;j.
Ogromnym ograniczeniem badan
cytochemicznych jest réwniez brak
mozliwosci okreslenia linii, do ktdrej naleza
limfoblasty (B, T, czy NK) (24, 35). Przy
zastosowaniu przeciwciat monoklonalnych
i cytometrii przeptywowej trafnosé
rozpoznan zwiekszyta sie do okoto 95%,
a klasyfikacja ostrych biataczek ulegta
poszerzeniu, szczeg6lnie w przypadku OBL
(Tab.l). W przedstawionych klasyfikacjach
podano jedynie antygeny podstawowe,
majace znaczenie zasadnicze dla rozpozna-
nia w/w biataczek. Panele te sg coraz
bardziej rozbudowywane w zaleznosci od
ich dostepnosci na rynku, mozliwosci
finansowych oraz doswiadczenia diagno-
Stow.

Wykorzystanie cytometrii przepty-
wowej do oceny fenotypu komorek
blastycznych pozwolito réwniez na
stwierdzenie obecnosci na komdrkach
biataczkowych determinant innych linii
i ujawnienie wystepowania biataczek
mieszanych (1,12). W klasyfikacji
nietypowych fenotypéw komdrek blasty-
cznych proponowane sg nastepujgce
okre$lenia: biataczka dwufenotypowa
(jednorodna populacja komérek blasty-
cznych z determinantami komérek r6znych
linii), dwuliniowa (dwie subpopulacje
komérek blastycznych r6zne fenotypowo)
oraz mieszanokomdrkowa (AMLL,
komorki blastyczne wykazujg obecno$é
determinant z roznych Unii). Jezeli na
limfoblascie obecne sg dodatkowo markery
Unii mieloidalnej to biataczke opisuje sie
jako ALL+My, za$ determinanty limfo-
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idalne obecne na komérkach linii
mieloidalnej opisywane sg jako AML+Ly
(2). Do antygenow limfoidalnych
wykrywanych na komérkach blastycznych
w OBS nalezg: CD2(57%), CD5(60%),
CD7(37)%. Znacznie rzadziej w OBS
spotyka sie antygeny linii B komdrkowej:
CD10, CD19, CD24. Nie znana jest rola
koekspresji antygenu CD56. W OBL
obserwuje sie najczesciej koekspresje
markerow CDI3 i CD33(~35%) (25).
Zdania hematologobw na temat wplywu
koekspresji na przebieg i rokowanie
biataczek sa podzielone. Najczesciej jednak,
taka koekspresja determinant zwigzana jest
z gorsza odpowiedzig na leczenie
indukujace i jest traktowana jako czynnik
0 ztym znaczeniu rokowniczym (12).

Cytometria przeptywowa

w diagnostyce chtoniakéw

Cytometria przeptywowa zostata
wykorzystana do opracowania nowej
klasyfikacji chtoniakdw nieziarniczych
(REAL) (19). Poprzednie klasyfikacje
(Kilonska, Working Formulation), oparte
gtownie na kryteriach morfologicznych byty
rozdrobnione i nie zawsze czytelne dla
klinicysty. Klasyfikacja REAL ma na celu
powigzanie rozpoznania z obrazem
klinicznym, sposobem leczenia i rokowa-
niem (15). Badanie fenotypu komorko-
wego powinno by¢ wykonane réwnolegle
do oceny histologicznej wezta chtonnego
lub bioptatu guza. OkreSlenie fenotypu
komérek chtoniaka niaziarniczego wymaga
zestawu innych niz w biataczkach ostrych,
przeciwciat monoklonalnych (35). Duzg
zaletg cytometrii przeptywowej jest
mozliwo$¢ oceny fenotypu komorek
pobranych z wtdrnego zrodka zmiany
chorobowej, w przypadku braku dostepu do
guza (np. ptynu optucnowego, ptynu otrze-
wnowego).

Cytometria przeptywowa
w diagnostyce biataczek przewlektych

Cytometria przeptywowa umozliwia
okreslenie fenotypu komorek przewleklej
biataczki limfatycznej i rdéznicowanie jej
z chtoniakami B komorkowymi (8). W CLL
stwierdza sie obecnos¢ limfocytow B
0 nastepujacym fenotypie: HLA-DR+, CD
19+, CD5+/CD19+, CD22+. Zanczenie
rokownicze ma oznaczenie ekspresji
antygenéw CD23iCD38.

Ocena cytometryczna pozwala takze
na oceng fenotypu komorkowego w kryzie
przewlektej biataczki szpikowej, w ktorej
u 20-30% chorych wystepuje przetom
limfoblastyczny (najczesciej z clg
(cytoplazmatyczna Ig) lub antygenem Calla,
najrzadziej z markeramilinii T) (40).

Zespoty mielodysplastyczne (MDS)
i cytometria przeptywowa
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Zespoty mielodysplastyczne stanowig
duzy problem Kkliniczno-diagnostyczny.
Cytometria przeptywowa w MDS
wykorzystywana jest przede wszystkim do
poszukiwania komorek o nieprawidtowym
fenotypie (np. jednoczesna ekspresja CD2
i CD 19) oraz do wychwycenia transformacji
w ostrg biataczke. R6znorodnos¢ zaburzen
w obrebie wielu linii komoérkowych utrudnia
ujednolicenie kryteriow rozpoznawczych
MDS w oparciu o fenotyp komorkowy (23).

Poszukiwanie choroby
resztkowej (MRD)

Wykrywanie choroby resztkowej
(MRD - mnimal residual disease)
u pacjentéw z ostrymi biataczkami polega
na wyodrebnieniu populacji komérek
biataczkowych sposrod populacji komdrek
o prawidtowym fenotypie (16). Wykrycie
MRD pozwala na eliminacje jednej
z przyczyn niepowodzen transplantacji, jaka
jest nawrot choroby rozrostowej. Podobne
znaczenie ma poszukiwanie komdrek
mikrometastatycznych w szpiku kostnym
pacjentéw z chorobg nowotworowa (30).
Rdzne osrodki prowadzg badania majace na
celu opracowanie fenotypow biataczkowych
pozwalajacych na wykrycie MRD. Bardzo
czesto w celu wykrycia MRD #gczy sie ocene
fenotypu komorek z analizg DNA. Takim
przyktadem moga by¢ biataczki ALL (ostre
biataczki limfoblastyczne) z obecnoscig
aneuploidalnych blastow. Rdznicuje sie je
z komérkami diploidalnymi po chemio-
terapii. Zaleca sie wtedy oznaczenie
antygenéw CD34, CD | O, CD 19 z jedno-
czesng analizg cytometryczng DNA (28).
W biataczkach T komérkowych problem
polega na tym, ze wigkszo$¢ antygendéw CD
wystepuje zaréwno na zdrowych jak
i biataczkowych komodrkach T.
W poszukiwaniu choroby resztkowej
wykorzystuje sie rOwniez oznaczanie
ilosciowe antygenéw CD3 i CD7.
Stwierdzono, ze komorki patologiczne T
majg znamiennie mniej czasteczek CD3
i znamiennie wiecej czasteczek CD7 na
swojej powierzchni (13). W przypadku
biataczek T komdrkowych wykorzystuije sie
rowniez ocene gendw tancuchow beta dla
receptorow TCR, ktore w komorkach
biataczkowych mogg ulec rearanzacji (21).
W myeloma multiplex zaleca si¢ 0znaczanie
antygenu CDI 17 na komdrkach
plazmatycznych w potaczeniu z antygenem
CD38 (29). Ocena choroby resztkowej
w biataczce szpikowej przewlektej opiera sie
na analizie chromosomalnej. Cytometria
przeptywowa umozliwia wykrycie hybryd
BCR/ABL przy jednoczesnym zastoso-
waniu techniki odwrotnej transkryptazy
(RT-reverse transcription) i PCR
(polymerase chain reaction) (42).
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Ocena obecnosci molekuty
lekoopornosci

Opornos¢ wielolekowa (MDR) powoduje
niewrazliwo$¢ komorek nowotworowych na
chemioterapie (31). Jednym z mecha-
nizméw odpowiedzialnych za ten fenomen
jest redukcja akumulacji leku wewnatrz
komorki w zaleznosci od aktywnosci
transbtonowego biatka transportowego
0 ciezarze czasteczkowym 170 kDa. Biatko
to jest produktem genu mdrl zwanym P-
glikoproteing (P-gp) (6). P-gp dziata jako
ATP-zalezna pompa, powodujaca wyptyw
lekéw czy toksyn z komorki. W szpiku
kostnym P-gp jest wykrywana na
komérkach CD34+ (komorki hemopo-
etyczne stem). W limfocytach P-gp
wystepuje gtéwnie na populacji CD56+
(NK), CD8+ (cytotoksyczne/supre-
sorowe), CD20+ (limfocyty B) i znacznie
mniejszym stopniu na limfocytach CD4+
(pomocnicze) (41). Wysoka ekspresja P-gp
obserwowana jest zaréwno w biataczkach
jak i guzach litych i jest odpowiedzialna za
niewrazliwo$¢ na chemioterapie. Zaobser-
wowano, ze w komorkach ostrych biataczek,
szpiczaka, chioniakbw nieziarniczych,
nowotworéw ptaskonabtonkowych i jajni-
ka, poczatkowo niska ekspresja P-gp, wzra-
sta czesto po leczeniu, stanowigc tym sa-
mym powazny problem cyklicznej terapii .

Do oceny opornosci wielolekowej
stosuje sie czynnosciowg analize cytome-
tryczng wyptywu znakowanego fikoery-
tryng R123 lub przeciwciata monoklonalne
znakowane fikoerytryng, skierowane
przeciwko zewnatrzkomérkowemu
epitopowi P-gp (41). Obok cytometrii
przeptywowej stosuje sie rowniez techniki
immunohistochemiczne lub RT PCR do
oceny mRNA biatka P.-gp (6).

Badania komérek krwiotwérczych

Cytometria przeptywowa jest
najlepsza metoda okreslenia liczby
macierzystych komorek krwiotworczych we
krwi obwodowej, pepowinowej czy szpiku
w przypadkach planowanych autoprze-
szczepdw, diagnostyce anemii aplastycznych
i wielu innych (4). W réznych stanach
klinicznych (ocena funkcji uktadu
krwiotworczego, przeszczepianie tkanki
krwiotwdérczej i monitorowanie tego
procesu) oznacza sie najczesciej antygen
CD34, odpowiedzialny za przyleganie
komorek krwiotwdrczych do elementow
podscieliska. Poniewaz antygen CD34 nie
wystepuje na péznych komérkach
ukierunkowanych i dojrzatych, w praktyce
do ich rozdzielenia stosuje sie réwniez
oznaczanie antygenu CD38, obecnego na
komorkach nie-macierzystych (36). Uwaza
sie, ze fenotyp ludzkiej komdarki
krwiotwdrczej okreslony metoda cytometrii

Cytometria przeptywowa

w diagnostyce laboratoryjnej

przeptywowej ma ekspresje nastepujacych
antygenow: CD34+ CD7- CD10- CD13-
CD19- CD33- CD38- CD71-. Przy
oznaczaniu antygenu CD34 nalezy pamigta¢
0 inaktywacji receptora Fc w celu eliminacji
wigzan nieswoistych (4).

Ocena DNA w komorkach

biataczkowych

Cytometria przeptywowa umozliwia
zarbwno ocene jakosciowa DNA jak
i rozktad komdrek w zaleznosci od faz cyklu
komdrkowego na S, GO/G1, G2/M (37).
DNA oznacza sie za pomocg jodku
propidyny. Histogramy DNA pozwalajg na
okreslenie procentu komoérek w fazie S
(SPF), indeksu proliferacji jako liczby
komoérek w fazie S+G2/M oraz ploidii
DNA. Cytometryczna ocena ploidii DNA
i SPF jest szeroko stosowana do
prognozowania przebiegu choroby
nowotworowej i oceny odpowiedzi na
leczenie (9). Mozliwo$¢ wykorzystania
analizy DNA w komdrkach nowotwo-
rowych ma szczego6lnie duze znaczenie przy
jednoczesnej ocenie obrazu histopatolo-
gicznego i Kklinicznego. Stwierdzono
jednoznaczna korelacje pomiedzy indeksem
DNA, aberracjami chromosomalnymi,
stopniem histopatologicznym i stanem
klinicznym (44).
Cytometria przeptywowa w badaniach

ptytek krwi

Cytometria przeptywowa znalazta
zastosowanie w ocenie morfologii
i czynnosci phytek krwi. Obecne procedury
oparte sg na stosowaniu przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko
glikoproteinom, obecnym na ptytkach
aktywowanych lub nie pobudzonych (30).
Pojawienie sie cytometrii przeptywowej
i stosowanie przeciwciat monoklonalnych
rozpoznajacych antygeny btonowe
stworzyto nowe mozliwosci oceny funkcjii
aktywacji ptytek krwi. Glikoproteina GMP-
140 (granule membrane protein 140) zwana
inaczej PADGEM (platelet activation-
dependent granule external membrane
protein), P-selektyng
i antygenem CDG62P jest integralng
sktadowg bton a ziarnistosci. Obecnos¢
czastki GMP-140 na powierzchni phytek
uznano za typowy marker ich aktywacji
i wystgpienia reakcji uwalniania. Podobna
role markera aktywacji petni GP53 - biatko
btonowe lizosoméw (LIMP, antygen
CD63), czy tez CD31 (GPlla, molekuta
endotelialna ptytkowa) stwierdzone na
powierzchni krazacych we krwi pobu-
dzonych trombocytach (10). Analiza
cytometryczna fenotypu phytek krwi jest
wykorzystywana miedzy innymi do oceny
ptytek w plytkoferezie (CD4la, CD42b,
CD62P,CD63) (14).

Cytometria przeptywowa

w diagnostyce retikulocytow

i erytrocytow

Cytometryczna ocena liczby
retikulocytow (flow cytometric reticulocyte
count), oparta jest na pomiarze
intensywnosci fluore-scencji zaleznej od
zawartosci RNA w retikulocycie.
Najczesciej stosowanymi fluorochromami
sg oranz tiazolowy, auramina i bromek
etydyny. Metoda cytometryczna dzieli
retikulocyty na 3 grupy w zaleznosci od
zawartosci RNA: o wysokiej zawartosci
RNA (HFR-high florescent ratio), Sredniej
(MFR-medium fluorescent ratio) i niskiej
zawartosci RNA (LFR- low fluorescent
ratio). Do celéw diagnostycznch oblicza sie
wskaznik IFR (immature fraction of
reticulocyte), ktory jest sumgHFR i MFR
(43). W diagnostyce klinicznej
niedokrwistosci szczegdlne miejsce zajmuije
HFR, ktory ulega zmianom wczesniej niz
inne parametry hematologiczne. Najczesciej
analiza cytometryczna retikulocytow
wykorzystywana jest do oceny i réznico-
wania anemii aregeneracyjnej od
dyserytropoezy (45), oceny odpowiedzi na
leczenie erytropoetyng lub stymulacje
cytokinami (46), ilosciowej oceny
retikulocytow u pacjentéw dializowanych,
(20), dawcodw krwi (32) oraz jako wyktadnika
odtwarzania erytropoezy po chemioterapii
(26).

Cytometryczna analiza ekspresji
erytrocytarnych antygendw
powierzchniowych CD55 i CD59
wykorzystywana jest do diagnostyki nocnej
napadowej hemoglobinurii (18) a ekspresja
antygenu CD36 w diagnostyce anemii
sierpowatej (5). OcenaCD71i Gly pomocna
jest w wykrywaniu erytrocytéw opornych na
hemolize (HRCs -haemolyser resistant cells.

Podsumowanie

Rola i miejsce cytometrii przeptywo-
wej w diagnostyce hematologicznej
i badaniach klinicznych w Polsce sg
znaczace. Dzieki niej poprawity sie
mozliwosci zdiagnozowania chorego,
kontroli procesu leczenia czy nadzoru
remisji. Coraz czesciej wykorzystuje sie
cytometrie przeptywowg do oceny
transportu btonowego, wptywu lekéw na
cykl komorkowy, w badaniach struktur
komorki, jej funkcji i apoptozy Ten
ogromny postep diagnostyczny trwa nadal
i juz teraz stwarza bogatg oferte dla wielu
dziedzin medycyny, nie tylko hematologii.

Mirostawa Pietruczuk
Zaktad Diagnostyki Hematologiczne
AM w Bialymstoku
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Strategia wyboru biomarkeréw
niewydolnosci serca

Wspotczesna medycyna kliniczna
stawia przed diagnostyka laboratoryjng
nowe wyzwania. Te nowe wyzwania to
poszukiwania coraz to doskonalszych
biomarkeréw, ktére pozwolg nie tylko na
diagnostyke i monitorowanie stanéw
patologicznych, ale réwniez na wczesne
wykrycie zagrozenia rozwojem choroby tak,
aby zahamowa¢ lub istotnie spowolni¢ ten
proces poprzez zastosowanie najbardziej
adekwatnego postepowania z pacjentem
i wybdr skutecznej farmakoterapii.
Warunkiem niezbednym sprostania tym
wyma-ganiom jest poznanie czynnikow
ryzyka, molekularnych mechanizméw
patogenezy i procesow adaptacyjnych
organizmu. Przyktadem z ostatnich lat
moze by¢ niewydolno$¢ serca, ktora stata sie
w krajach rozwinietych jednym
z wazniejszych, jesli nie najwazniejszym
zespotem posréd choréb sercowo-
naczyniowych. Zapadalno$¢ w populacji
0g0lnej jest bardzo wysoka (3 - 20
przypadkéw na 1000). Zatrwazajgco
ogromna jest wéréd pacjentow powyzej 65-
go roku zycia (30 — 130 przypadkow na
1000). Smiertelnoé¢ w tej grupie o0sob
wynosi az 45% rocznie. Przyczyng rozwoju
niewydolnosci serca jest uszkodzenie
miokardium powodowane przez zawat
miesnia sercowego, myocarditis, dysfunkcja
zastawek a takze nadcisnienie tetnicze,
otyto$¢ i cukrzyca, ktére powoduja
przecigzenie objetosciowo-cis$nieniowe
serca. Czynnikami ryzyka sg réwniez:
nikotynizm, niska aktywnos¢ fizyczna, pte¢
meska oraz niskie wyksztatcenie. Reakcjg na
spadek rzutu serca oraz zwiekszone
przecigzenie jest aktywacja neuro-
hormonalna i auto/parakrynna urucha-
miana jako mechanizm adaptacyjny (Rycina
1). Szczegdlnie istotng wydaje sie by¢
aktywacja sympatycznego uktadu
nerwowego (ANS - noradrenalina) oraz
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
(RAAS) a takze wzrost syntezy peptydow
natriuretycznych, endoteliny, cytokin (TNF-
?, IL-6) i steroidéw kardiotonicznych
(kardenolidow). Wysokie stezenia krazacych
neurohormonéw wraz z czynnikami
mechanicznymi i genetycznymi powoduja
przebudowe (remodeling) prowadzacy do
zmiany wielkosci, ksztattu i funkcji lewej
komory serca (rycina 1).

Przebudowa (remodeling) serca chara-
kteryzuje sie zmieniong ekspresja genow
tzw. ,,ptodowym” lub hipertroficznym
programem genetycznym, ktdry prowadzi
do rozrostu miocytéw, zwidknienia serca
oraz ubytku komorek na drodze apoptozy
i/lub martwicy. Efektem tych zmian jest
powiekszenie komory prowadzace do
dysfunkcji skurczowej i/lub rozkurczowe;.

| USZKODZENIE MIOKARDIUM

|

\ }RZUT SERCA , 1PRZECIAZENIE MIOKARDIUM | <=

\

AKTYWACJA NEUROHORMONALNA, AUTO/PARAKRYNNA
ANS, RAS, aldosteron, peptydy natriuretyczne (ANP/BNP), endoteli na,
cytokiny (TNF-Q,IL-6), czynniki wzrostu, sterydy kardiotoniczne
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Poza przemianami funkcjonalnymi
nastepuje takze szereg zmian bioche-
micznych dotyczacych gtdwnie metabo-
lizmu energetycznego oraz zaburzen
jonowych polegajacych na dysregulacji
wewnatrzkomdrkowego stezenia wapnia.
Udziat w tym procesie majg kardenolidy —
endogenne sterydy kardiotoniczne, ktére
hamujg aktywnos¢ btonowej Na+K+ ATP-
azy i sprzezony z nig system transportu
wapnia. Czynnikiem inicjujgcym proces
remodelingu wydaje sie by¢ aktywacja
adrenergicznego uktadu nerwowego.
Pobudzenie adrenoreceptorow O1 i [32,
a takze receptoréw angiotensyny Il
uruchamia wewnatrzkomorkowe sygnaty,
ktérych efektem jest przebudowa serca.
Postulowany jest réwniez udziat w tym
procesie aldosteronu, endoteliny-1 oraz
cytokin. Odpowiedzig kardiomiocytéw na
czynniki prowadzace do remodelingu jest
zwiekszona synteza peptydow natriu-
retycznych ANP i BNP. Fizjologiczne
whasciwosci tych peptyddw: natriureza,
rozkurcz naczyn, hamowanie adren-
ergicznego uktadu nerwowego, antagonizm
w stosunku do uktadu renina - angiotensyna
— aldosteron oraz hamowanie aktywnosci
endoteliny-1, predysponujg je do zajecia
miejsca jako gtéwnego mechanizmu
adaptacyjnego.

Poznanie szlaku patogenezy oraz
mechanizméw komorkowych i moleku-
larnych niewydolnosci serca ma szereg
implikacji klinicznych. Jedng z nich jest
propozycja nowej klasyfikacji niewydo-
Inosci serca podana przez American College
of Cardiology i American Heart Association
opartej na etapach rozwoju choroby.

Klasyfikacja ta definiuje cztery stadia
niewydolnosci serca: A, B, C i D. Pacjenci
w stadium A nie wykazujg jeszcze ani zmian
strukturalnych w sercu ani objawow
choroby, ale sg obarczeni wysokim
ryzykiem. Pacjenci w stanie B sg réwniez
bezobjawowi, ale stwierdza sie juz u nich
zmiany strukturalne w postaci zmiany
ksztattu lewej komory serca. W stadium C
choroba przybiera posta¢ petno objawowa.
Stadium D to koncowy etap, w ktorym
dochodzi do zatamania objawow
i wymagana jest specjalna interwencja
w postaci wspomagania Kkrazenia
sztucznymi komorami i/lub przeszczep
serca. Klasyfikacja ta pocigga to za sobg
koniecznos¢ przyjecia stosownej strategii
diagnostycznej polegajacej na wczesnym
wykryciu choroby jeszcze w stadiach
bezobjawowych lub skapoobjawowych,
ocenie ryzyka rozwoju i monitorowania
sukcesu terapeutycznego.

Obecnie kryteria markeréw niewy-
dolnosci serca spetniajg cztery typy
biomolekut: 1) peptydy natriuretyczne typu
AiB (ANP, BNP), ktore sg wydzielane przez
kariomiocyty w odpowiedzi na przecigzenie
serca, 2) kardenolidy ( DLIF - czynnik
digoksynopodobny i OLF - czynnik
ouabainopodobny) jako hormony
syntetyzowane w korze nadnerczy, ktére sa
potencjalnie zaangazowane w proces
rozwoju choroby, 3) zapalne cytokiny (TNF-
O, IL-6) jako aktywne biologicznie
czasteczki produkowane zaréwno przez
serce jak i tkanki obwodowe w odpowiedzi
na uszkodzenie i zmniejszong perfuzje
obwodowg oraz 4) troponiny (cTnT i cTnl)
jako markery zaniku kardiomiocytow na
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drodze apoptozy i/lub martwicy.

Szczeg6lng pozycje wsréd bioche-
micznych markeréw niewydolnosci serca
zajmuja peptydy natriuretyczne a przede
wszystkim BNP i NT-proBNP. BNP jest
peptydem aktywnym biologicznie, podczas
gdy NT-proBNP jest produktem proteo-
litycznego przeksztatcenia pro-BNP
niewykazujacym aktywnosci hormonalne;j.
Oba peptydy réznig sie znacznie
stabilnoscig zaréwno w warunkach in vivo
jak 1 in vitro. Okres biologicznego
poétrwania BNP wynosi zaledwie okoto 20
min., podczas gdy NT-proBNP 60-120 min.
BNP wykazuje jednak znacznie lepszg
korelacje pomiedzy stezeniem a fizjo-
logicznymi i klinicznymi warunkami ostrych
zmian hemodyna-micznych. Szereg badan
wykazato przydatno$¢ oznaczania stezenia
obu tych peptydow w roznicowej
diagnostyce dusznosci, monitorowaniu
przebiegu choroby a takze skutecznosci
zastoso-wanego leczenia.

Kandydatami na biomarkery niewy-
dolnosci serca sg, wiec bardzo rozne
czasteczki, od matych endogennych
molekut kardenolidéw do duzych peptydow
takich jak peptydy natriuretyczne, endo-
teliny-1 i biatek, ktérymi sg cytokiny
i troponiny. Przedstawione tu biomarkery
stanowig czasteczki uwalniane z kardio-
miocytow podczas normalnej homeostazy
(ANP, BNP), jak i syntetyzowane poza
sercem (kardenolidy), ale i takze uwalniane
w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek
(cytokiny zapalne). Wydaje sie, ze
biomarkery, ktére sg zaangazowane
w etiologie niewydolnosci serca, szczegolnie
deregulacje transportu jonéw stanowig

Peptydy natriuretyczne
ANP Peptyd Przedsionki serca
BNP Peptyd Komory serca
NT-pro BNP Peptyd Komory serca
Sterydy kardiotoniczne
DLIF Steroid Kora nadnerczy
Steroid Kora nadnerczy
Cytokiny
TNF -« Biatko Komérki $rédbtonka,
IL-6 Biatko makrofagi, mitocyty
Endotelina - 1 Peptyd Komorki srodbtonka

| Tabela 1. Charakterystyka potencjalnych biomarkeréw niewydolnosci serca |

grupe biochemicznych molekut, ktére moga
odzwierciedlaé najwcze$niejsze stadia
procesu chorobowego i stanowi¢ podstawe
do wyboru terapii i przewidywac progresje
choroby. Tylko badania podstawowe
dotyczace szczeg6towych molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj
wieloczynnikowego, kompleksowego
zespotu niewydolnosci moga doprowadzi¢
do zrozumienia tego procesu i wyboru
markerow, ktore pozwolg przewidywaé
zarébwno zagrozenie, jak i szybko diagno-
zowat, a takze wskazywac najkorzystniejszy
sposéb leczenia i monitorowaé jego
przebieg.

Prof. dr hab. Dariusz Sitkiewicz.
Zaktad Biochemii Klinicznej
Instytut Kardiologii - Warszawa
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dokonczenie ze strony 8...
wydawanymi na podstawie zawartych w niej
delegacji rozporzadzen wptyneta korzystnie
najakos¢ tych aktéw prawnych.

Odnoszac sie do przedstawionych
w sprawozdaniu dziatan samorzadu
diagnostéw laboratoryjnych, ktérych
podjecie planowane jest w biezacym roku,
informuje o szczegdlnym znaczeniu
nadzoru sprawowanego przez przed-
stawicieli samorzadu nad jakoScig
i standardami udzielanych przez diagnostow
laboratoryjnych $wiadczerh zdrowotnych.
Sprawowanie nadzoru nad wykonywaniem
zawodu przez cztonkéw samorzadu jest
jednym z gtéwnych celéw dziatania
korporacji zawodowej diagnostéw (obok
reprezentowania intereséw diagnostow
laboratoryjnych oraz umozliwiania im
statego podnoszenia kwalifikacji zawo-
dowych). Zakoriczenie zaplanowanych na
2004 r. prac, w szczeg6lnosci stworzenie
programéw dla zespotéw wizytatordw,

standardéw jakosci i walidacji udzielanych
przez diagnostow $wiadczen zdrowotnych
wpiynaé powinno na wzmocnienie
i usprawnienie nadzoru samorzadu nad
dziatalnoscig diagnostéw laboratoryjnych.
Roéwnoczednie uprzejmie informuije, ze
wszelkie dziatania podejmowane przez
samorzad diagnostow laboratoryjnych
majagce na celu poprawe jakosci
i efektywnosci funkcjonowania systemu
ochrony zdrowia moga liczy¢ na poparcie ze
strony Ministerstwa Zdrowia.
]
Uprzejmie przypominamy wszystkim
PT. Diagnostom laboratoryjnym, ktérzy do
tej pory nie otrzymali "Zaswiadczenia"
0 wpisie na liste diagnostéw laboratoryjnych,
bedace jednoczesnie prawem wykonywania
zawodu, aby w trybie pilnym kontaktowali sig
z biurem KIDL w celu wyjasnienia brakujacych
danych osobowych, badz zobowigzan
finansowych wzgledem korporacji. Sg to
bowiem gtéwne przyczyny nieotrzymania
"Zaswiadczenia" przez Tych z Pafistwa.

Informacja dla PT Dyrektoréw publi-
cznych i niepublicznych zaktadéw opieki
zdrowotnej posiadajacych w swojej strukturze
organizacyjnej medyczne laboratoria
diagnostyczne. Uprzejmie informuje, ze
zgodnie z ustawg z dnia 27-07-2001 r. o dia-
gnostyce laboratoryjnej (Dz. U. 01.100.1083
z p6z. zm.) do kierowania medycznymi
laboratoriami diagnostycznymi oraz do
autoryzacji wynikéw badan laboratoryjnych
wykonywanych w medycznych laboratoriach
diagnostycznych uprawnieni sg wylacznie
diagnosci laboratoryjni posiadajacy wpis na
liste diagnostéw laboratoryjnych prowadzong
w KIDL i legitymujacy sie "Zaswiad-
czeniem" o prawie wykonywania zawodu
diagnosty laboratoryjnego. Diagnosci
postuguija sie pieczatka o ustalonym wzorze
(Uchwata nr 42/2003 KRDL z dnia
19grudnia2003r.)

Z powazaniem
Sekretarz KRDL
Czestaw Glowniak



Nowoczesne metody oceny
nasienia

Nasienie dostarczane do laboratorium
jest z reguly nasieniem ejakulowanym
pobieranym drogg masturbacji. Ejakulo-
wane plemniki zdrowego, ptodnego
mezczyzny s komorkami, ktére zostaty
wytworzone w procesie spermatogenezy
w jadrach, przeszty proces dojrzewania
w najadrzach i krotko byty magazynowane
w nasieniowodach i barice nasieniowodow.
Bezposrednio przed ejakulacjg plemniki
zostajg zawieszone w mieszaninie
wydzieliny gruczotu prostaty i pecherzykéw
nasiennych i gruczotéw opuszkowo-
cewkowych, ktéore wraz z ptynem
nasiennym tworzg plazme nasienia. Dlatego
ogolna ocena nasienia opierajaca sie na
ocenie takich parametrow jak: liczba
plemnikéw, ich ruch, morfologia
i zywotno$¢ jest kontrolg procesu PROBY CZYNNOSCI
spermatogenezy i dojrzewania plemnikow
i jedynie posrednio wskazuje na zdolnosci
funkcjonalne meskich komérek
rozrodczych do zaptodnienia komorki
jajowej. Dodatkowe parametry oceny
0g06lInej nasienia takie jak objetos¢ ejakulatu,
pH i lepkos¢ plazmy nasienia obecnos¢
leukocytow wskazujag na prawidtowosé
funkcjonowania gruczotéw dodatkowych.
Plemniki w narzadzie rozrodczym kobiety
podlegajg dalszym zmianom funkcjonalnym
i morfologicznym, okreslanych jako procesy
kapacytacji i reakcji akrosomalnej. Ich
nastepstwem jest nabycie przez gamety
meskie zdolnosci fuzji z owulowanym
oocytem. Jednoczes$nie populacja plem-
nikéw podlega intensywnej selekcji, ktorej
biologiczne kryteria nie s poznane. Selekcja
ta prowadzi do znacznego ograniczenia
liczby plemnikéw, przedostajacych sie
w poblize komorki jajowej. Ocenie
opisanych zjawisk stuzg tzw. testy
funkcjonalne plemnikéw prowadzone
in vitro (Rys.1, Tabela 1). Zaréwno ogdlne
badania nasienia, jak i testy funkcjonalne
plemnikéw wskazane przez WHO (1999),
sg metodami manualnymi, nie zautoma-
tyzowanymi i dlatego wymagajagcymi
szczegOlnie intensywnej i skrupulatnej
kontroli wewnatrz laboratoryjnej jak
i miedzy laboratoryjnej. Dlatego w poszu-
kiwaniu nowoczesnych metod oceny
nasienia istnieje tendencja do opracowania
takich testéw, ktore umozliwig automa-
tyzacje i obiektywizacje ocenianych
parametréw. Kontrowersyjny, chociaz
w wielu przypadkach udokumentowany
spadek jakosci nasienia mezczyzn
i obnizajaca sie ptodno$¢ par pragnacych
potomstwa skkania do poszukiwania metod
diagnostycznych o wysokiej wartosci
predylekcyjnej dla oceny szans pomysinej
koncepcji (Skakkebaek i wsp. 2001,
Jorgensen N i wsp.2001). Proponowane
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przez WHO (1999) i akceptowane przez
andrologdw metody badania nasienia sg
podstawowym narzedziem diagnostycznym
oceny ptodnosci mezczyzny. Jednak
zarowno w badaniach populacyjnych, jak
i w analizie przypadkéw indywidualnych
okazuije sie, ze niektore parametry nasienia
uznawane wg kryteriow WHO za
prawidtowe (Tabela 2) sg stabo skorelowane
ze zdolnoscig pary do uzyskania potomstwa.
Okazato sie, bowiem, w badaniach
populacyjnych przeprowadzonych w Danii
przez Bonde J. i wsp. (1998), ze wsrdod 430
par po raz pierwszy starajacych sie
0 potomstwo prawdopodobienstwo
skutecznej koncepcji rosto wraz ze
wzrostem koncentracji plemnikéw do
40x106/ml. Wynik ten wskazuije, Ze nasienie
mezczyzn, w ktérym koncentracja
plemnikéw zamyka sie w przedziale od
20-40 106/ml jest nasieniem o ograniczonej
ptodnosci. W tych samych badaniach
zaréwno liczba plemnikéw ruchliwych jak
i objeto$¢ ejakulatu stabo skorelowaty
z uzyskaniem cigzy. Natomiast prawidtowa
morfologia plemnikéw byta dobrym
prognostykiem skutecznej koncepcji.
Z drugiej strony coraz szersze wprowa-
dzanie technik wspomaganego rozrodu
zmienia kryteria oceny jakosci nasienia
uznawanego jako ptodne. Na przykkad, przy
inseminacji naturalnej koncentracja
plemnikéw powinna wynosi¢ co najmniej
2x107 plemnikéw w 1 ml ejakulatu, przy
zabiegach inseminacji domacicznej w dawce
inseminacyjnej liczba plemnikéw powinna
wynosi¢ co najmniej 1x106 plemnikéw,
w zabiegach IVF do oocytdw dodaje sie
1x105 plemnikéw, a w zabiegach ICSI
wystarczy 1 prawidtowy plemnik.

Dlatego, metody oceny nasienia
podlegajg ciagtemu doskonaleniu, tak aby
wynik badania mogt pozwoli¢ z jak
najwyzszym prawdopodobiefistwem oceni¢
szanse uzyskania potomstwa. W tym
procesie mozna  wyrdzni¢ nastepujace
gtowne kierunki:

1 - automatyzacja metod wchodzacych
w zakres 0g6Inego badania nasienia

2 - poszukiwanie nowych parametrow
odzwierciedlajgcych zdolnosci funkcjonalne
plemnikéw

3 - doskonalenie metod wprowadzonych do
praktykiandrologiczne;j.

Metody automatycznej oceny parametréw
nasienia. Sposrod parametrow  nasienia
wchodzacych w skfad badania ogdlnego
ruch, koncentracja morfologia i zywotnos¢
plemnikdw sg tymi, dla ktérych opracowano
automatyczne systemy oceny. Kompu-
terowe metody badania nasienia (CASA-
Computer- Assisted Sperm Analysis) (ruch,
koncentracja, morfologia).

Nowoczesne metody oceny
nasienia

Tabela 2. Podstawowe parametry prawidtowego nasienia ejakulowanego

w ejakulacie
Ruchliwos¢

Morfologia

Zywotno$é

Liczba leukocytow w nasieniu
Przeciwciata przeciwplemnikowe

(IBD)

MAR test

Oceniany parametr Wartos$ci prawidlowe
Objetosé 2 ml lub wiecej
PH 7,2 lub wiecej
Koncentracja plemnikéw 20x10°
Catkowita liczba plemnikéw 40x10°

a/szybki ruch postepowy 25% lub wiecej
b/wolny ruch postepowy

a+b 50% lub wiecej

30% plemnikéw o prawidtowej budowie
(1992r)

>70%

<1x10°

< 50% ruchliwych plemnikdéw wiazacych
kuleczki

< 50% ruchliwych plemnikéw wigzacych
kuleczki lateksu

Komputerowy system analizy parametrow

nasienia jest jak dotad dostepny w niewielu
laboratoriach andrologicznych w  kraju.
W wigkszosci systemow typu CASA przede
wszystkim oceniana jest koncentracja i ruch,

rzadziej system umozliwia automatyczng

ocene morfologii. Istniejg rowniez préby

opracowywania niezaleznych systemow

stuzacych wytacznie do automatycznej
oceny morfologii plemnikéw (Goulart
i wsp., 2003). Wprowadzenie komputero-

wego systemu analizy nasienia ze wzgledu na

bardzo dobrg korelacje pomiedzy wynikami
uzyskiwanymi w ocenie manualnej
z wynikami komputerowej oceny, wiekszej

powtarzalno$ci wynikow i uniezaleznienia

oceny od obserwatora, niewatpliwie
przyczynitoby sie do standaryzacji oceny
nasienia (Larsen i wsp., 2000). Jednak wysoki
koszt urzadzen tego typu jest gtowng
przeszkoda we wprowadzaniu systemu
CASA do szerokiej praktyki andrologicznej.
Przeprowadzone badania przez Larsen

i wsp. (2000) wykazaty, ze istnieje silna
korelacja dodatnia pomiedzy koncentracjg

plemnikow, catkowitg liczbg plemnikow
w ejakulacie, odsetkiem plemnikéw
ruchliwych i koncentracjg plemnikéw
ruchliwych a prawdopodobiefstwem
naturalnego zajsciaw cigze. Z drugiej strony,
ocena plemnikéw w systemie CASA nie
zawsze zwieksza warto$¢ predylekcyjng tak
przeprowadzonego badania w odniesieniu
do skutecznosci zabiegdw wspomaganego
rozrodu (Oehninger S i wsp.2000). Z kolei
niewatpliwie precyzyjna analiza toru ruchu
plemnika, a takze ocena liczby plemnikow
hyperaktywnch jest mozliwa tylko
w systemie komputerowej analizy nasienia

i parametry ruchu plemnikéw takie jak VCL,
ALH, VAP, VSL sg dobrymi wskaznikami
predylekcyjnymi w zabiegach IVF (De
Geyter C.iwsp.1998).

Metody automatycznej oceny zywotnosci
plemnikéw. W badaniu mikroskopowym
zywotno$¢ plemnikéw jest oceniana na
podstawie liczby nieutrwalonych plem-
nikdw z zabarwiong cytoplazma (barwienie
eozynowo-nigrozynowe). Wnikanie
barwnika do komérki martwej i/lub
uszkodzonej jest spowodowane zmiang
przepuszczalnosci btony komorkowej.
Zywotno$é plemnikéw réwniez mozna
okresla¢c w  jedno- lub dwukolorowym
barwieniu przy uzyciu cytometru przeply-
wowego. Plemniki martwe sg barwione przy
uzyciu jodku propidyny (sam jodek
propidyny jest uzywany w barwieniu
jednokolorowym, w ktérym populacja
znakowang sg tylko plemniki martwe),
populacja plemnikéw zywych jest okreslana
dzieki barwieniu barwnikiem SYBR14
(Rys 2). Zasadnicza rdznica pomiedzy
barwieniem metodg eozynowo-
nigrozynowg (barwienie cytoplazmatyczne)
i metoda przy uzyciu jodku propidyny jest
fakt, ze jodek propidyny barwi komdrki po
wniknieciu do jadra ( barwienie jadrowe)
i z tego powodu liczba plemnikéw
martwych w barwieniu eozynowym moze
by¢ nieznacznie wyzsza niz w barwieniu
z jodkiem propidyny (Lachaud C.
i wsp.2004). Badania cytometryczne
znajdujg coraz szersze zastosowanie
w ocenie plemnikow (Tab.3). Niewatpliwg
zaletg tych metod jest wysoka czuto$é
i mozliwos$¢ oceny duzej liczby komorek
(10 000) w krotkim czasie. Jednak
sposrod badann wchodzacych w  skiad
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Rys.2 Rozkiad populacji plemnikéw zywych (oznaczonych na zielono
i martwych ( oznaczonych na czarno FL-2H) barwionych przyzyciowo barwnikem
SYBR 14 i jodkiem propidyny (Molecular Probes) i ocenianych cytometrycznie
przy pomocy cytometru FACS-Calibur (Becton Dickinson).

FL1-H

0g6lnego badania nasienia przydatnos¢ tej
techniki ogranicza sie od oceny zywotnosci

i obecnos$ci przeciwciat przeciw-
plemnikowych ( Nicholson S.C. i wsp.1997).
Z drugiej strony nie mozna niedocenia¢
uzytecznosci cytometrii w badaniach innych
cech plemnikéw, o czym bedzie mowa
w dalszej czesci artykutu.

Nowe parametry oceny nasienia
pozostajace w sferze badan
naukowych i majgce potencjalng
warto$¢ kliniczng

Testy integralnoéci DNA i apoptoza
plemnikéw. Proces spermatogenezy
obejmuje szereg nastepujacych po sobie,
Scisle kontrolo-wanych zmian, ktore
prowadzg do wytworzenia haploidalnej
gamety meskiej- plemnika.

W trakcie tych przemian w dojrzewajacej
komorce zachodzi nie tylko redukcja liczby
chromosomaw, ale takze silna kondensacja
materiatu genetycznego w jadrze. Biatka
jadrowe charakterystyczne dla wszystkich
komorek somatycznych-nukleosomy
zostajg zastgpione przez protaminy.
Procesowi upakowywania DNA
w dojrzewajacej gamecie towarzyszg
procesy nacinania i ligacji DNA,
umozliwiajgce whasciwg rearanzacje nici
DNA i zwigzanie jej z protaminami. Dlatego
sadzi sie, ze wystepowanie endogennych
nacie¢ w ejakulowanych plemnikach moze
by¢ zwigzane z nieukoriczonym procesem
dojrzewania (Saleh i wsp. 2002). Innym
procesem, ktdéry nierozerwalnie jest
zwigzany z dojrzewaniem plemnikéw jest

apoptoza komérek o zaburzonej spermato-
genezie (Sinha Hikim A.P. i wsp. 2003).
U cztowieka komorki ginace wskutek
apoptozy spotyka sie we wszystkich etapach
rozwoju tj. wéréd spermatogonii, spermato-
cytéw i spermatyd (Sakks i wsp. 1999).
Ejakulowane plemniki cztowieka posiadajg
zaréwno receptory, jak i niezbedne enzymy
uczestniczace w apoptozie (Sakks i wsp.
1999, Paasch U. i wsp. 2004). Pozostaje
jednak nadal sprawg sporng czy
w ejakulowanych plemnikach moze dojs¢ do
inicjacji procesu apoptozy czy co wydaje sie
by¢ prawdopodobnym, obserwowane
charakterystyczne dla tego zjawiska zmiany
sg tylko kontynuacja przerwanego z jaki$
powodow procesu samobdjczej $mierci
komarki?

Tak, wiec uszkodzenie DNA plemnika
moze wynika¢ z a/ zaburzonej kondensacji
chromatyny podczas spermatogenezy, b/
inicjacji apoptozy podczas spermatogenezy
lub w czasie wedréwki plemnikow
w meskich drogach wyprowadzajgcych
nasienie lub zefskim narzadzie rozrodczym
lub ¢/ w wyniku stresu oksydacyjnego
(Duran i wsp. 2002, Aitken and
Krausz,2001)

Obecnie pojawia sie stosunkowo duzo
doniesien wskazujgcych na kliniczne
znaczenie oceny integralnosci DNA
i apoptozy ejakulowanych plemnikdw.
Testintegralnosci DNA.

Zasadg testu integralnosci DNA
plemnikow jest zdolno$¢ oranzu akrydyny
do wigzania sie z kwasami nukleinowymi.
Oranz akrydyny zwigzany z dwu-niciowym
DNA pod wplywem Swiatta UV lub
laserowego o dtugosci fali 488nm $wieci na
zielono natomiast po zwigzaniu
z jednoniciowymi kwasami nukleinowymi
w tych samych warunkach $wieci na
czerwono. Dlatego pojawienie sie komorek
0 intensywnym zabarwieniu w zakresie
widma czerwonego wskazuje na obecnosc¢
w tych komérkach jednoniciowych kwaséw
nukleinowych. Poniewaz w dojrzatych
plemnikach RNA prawie nie wystepuije,
dlatego mozna przyjaé, ze komorki
intensywnie $wiecace na czerwono maja
zwiekszong ilo$¢ uszkodzonego DNA. Taka
populacje komorek okresla sie mianem
populacji COMP (cells outside the main
population) — komorki lezace poza gtéwna
populacjg tj. populacjg komdrek
z dominujaca zawartoscig jednoniciowego
DNA (Spano M. i wsp.2000). Zwigkszong
liczbe takich komorek stwierdzono
W nasieniu pacjentéw nieptodnych
0 zmienionych parametrach nasienia
w poréwnaniu z pacjentami ptodnymi
i nieptodnymi o niezmienionych
parametrach nasienia (Zini i wsp.2000, Zini
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A i wsp. 2002). Stwierdzono takze, ze
prawdopodobienstwo zajscia w cigze maleje
wraz ze wzrostem liczby plemnikéw
z uszkodzonym DNA (Evenson DP
i wsp. 1999). Podobnie wykazano, ze liczba
plemnikéw z nieuszkodzonym DNA
koreluje pozytywnie z wynikami zabiegow
inseminacji domacicznej (Duran E.H. i wsp.
2002). Wykazano réwniez negatywna
korelacje pomiedzy stopniem uszkodzenia
DNA i wynikami IVF (Larson K.L. i wsp.
2000). Na podstawie przytoczonych
obserwacji mozna stwierdzi¢, ze stopien
integralnosci DNA jest obiektywnym
kryterium oceny stanu funkcjonalnego
plemnikow a test integralnosci DNA moze
w przysztosci sta¢ sie czescig rutynowej
analizy nasienia.
Apoptoza plemnikéw

Jak wspomniano, apoptoza jest
naturalnym procesem regulujagcym liczbe
komodrek dojrzewajgcych w czasie
spermatogenezy. Zaburzenia procesu
apoptozy mogag z Kkolei prowadzi¢ do
zwigkszonej liczby plemnikéw w ejakulacie,
ktére wykazujg obecnos¢ elementéw
uruchomionego szlaku przekazywania
sygnatu do apoptozy. Sg nimi: fosfaty-
dyloseryna obecna w btonie komorkowe;j,
aktywne formy enzymow swoistych dla tego
procesu ( m.in. kaspaz 3 i 9), a takze
obecnos¢ fragmentéw DNA w jadrze
komérkowym. Takze obecnos¢ receptora
FAS na plemnikach ejakulowanych moze
wskazywaé, ze sg to komorki, ktére nie
zostaty wyeliminowane w trakcie
spermatogenezy w procesie apoptozy
(Saakas D. i wsp.1999). Uszkodzenie
plemnikow bedace skutkiem uruchomienia
procesu apoptozy mozna wykrywac przy
pomocy metod stosowanych w badaniu
tego zjawiska w komorkach somatycznych.
Miedzy innymi stosuje sie test wigzania
anexyny V z jednoczesnym barwieniem
komorek jodkiem propidyny oraz badanie
fragmentacji DNA przy uzyciu metody
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick-end
labeling). W obydwu metodach liczbe
komérek pozytywnych mozna wykazaé przy
pomocy badan mikroskopowych, jak
i cytometrycznych (Oosterhius G.J. i wsp.
2000).

Aktualnie prowadzone badania nad
wystepowaniem apoptozy w plemnikach i jej
zwigzkiem z  zywotnoscig plemnikow
ejakulowanych wskazuja, ze chociaz wséréd
plemnikéw martwych stwierdza sie
obecno$¢ komorek z cechami komdrek
apoptotycznych, to jednak zwigzek
pomiedzy zywotnoscig nasienia i indukcjg
apoptozy w dojrzatych plemnikach
pozostaje nadal niewyjasniony (Lachaud
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C,2004). Z drugiej strony stwierdzono
ujemng korelacje pomiedzy liczba
plemnikéw apoptotycznych i koncentracja
i ruchliwoscia plemnikéw u pacjentéw
zgtaszajacych sie do badania w klinice
nieptodnosci (Oosterhuis G.J. i wsp. 2000).
Testy funkcjonalne plemnikdw ( testy
okreslajace zdolnos¢ plemnikéw do

kapacytacji, reakcji akrosomalnej

i fuzji z btong komorkowa oocytu)
o0 potencjalnej wartosci diagnostycznej
Testy badajace zdolno$¢ plemnikéw do
kapacytacji i reakcji akrosomalne;.
Kapacytacja

Rozpoznanie, a nastepnie swoiste

wigzanie plemnika z komorka jajowa jest
poprzedzone procesem kapacytacji inaczej
okreslanego jako nabycie zdolnosci do
zaptodnienia. U cztowieka, kapacytacja
naturalnie  zachodzi w jajowodzie pod
wplywem progesteronu, albumin i nie-
ktorych jonow np.HCO3-(Jaisval B.S.,1998)
W trakcie tego procesu dochodzi do
zwigkszenia ptynnosci btony komorkowej
plemnika wskutek oddysocjowania reszt
cholesterolu i wymiany jonowej pomiedzy
srodowiskiem zewnetrznym gamet
i wnetrzem komorki. W trakcie tych zmian
ujawnia sie receptor mannozowy, ktéry ma
zdolno$¢ wigzania reszt mannozowych na
powierzchni zona pellucida (ZP) komdrki
jajowej i tym samym uczestniczy w procesie
wigzania sie gamet (Benoff S.1997).
Okazuje sie, ze zdolnos¢ plemnikéw do
ekspresji receptora mannozowego jest
skorelowana z ptodnoscia mezczyzn
i wynikami zabiegow IVF (Benoff S
i wsp.1999). Obecnos$¢ receptora manno-
zowego na plemnikach mozna wykazac
mikroskopowo przy uzyciu metody
immunofluorescencji z wykorzystaniem
koniugatu mannozy-albuminy —FITC.
Plemniki nie skapacytowane w obrazie IF
albo w ogoble nie wykazujg Swiecenia albo
ogranicza sie ono do wstawki i witki (Benoff
S. 1997). Plemniki skapacytowane
charakteryzujg sie okreslonymi wzorami
fluorescencji w obrebie gtowki. W niepu-
blikowanych badaniach wykazalismy
przydatnos¢ cytometrii przeptywowej
w analizie ekspresji receptora
mannozowego na plemnikach cztowieka.
WykazaliSmy rdznice w intensywnosci
Swiecenia pomiedzy plemnikami przed i po
kapacytacji a takze pomiedzy plemnikami
skapacytowanymi i po przejsciu reakcji
akrosomalnej. Jednak pomimo udowo-
dnionych korelacji pomiedzy ekspresja
receptora mannozowego i wynikami
zabiegbw IVF, test na obecnos¢ tego
receptora i posrednio zdolnosci plemnikow
do prawidtowej kapacytacji nie znalazt sie na
state w praktyce laboratoriow. andro-

logicznych. By¢ moze pracochtonnosé
metody ztozony obraz mikroskopowy
i konieczno$¢ posiadania dodatkowego
sprzetu ( mikroskop fluorescencyjny,
cytometr przeptywowy) stojg na
przeszkodzie w uznaniu tego testu za
referencyjny w diagnostyce andrologicznej.
Reakcja akrosomalna (RA)

W wyniku reakcji akrosomalnej do
$rodowiska komdrki jajowej uwalniana
zostaje zawarto$¢ akrosomu, ktdrg stanowia
enzymy hydrolityczne utatwiajgce
penetracje plemnikéw przez ostony jaja
i wnikanie w gtgb ostonki przejrzystej.
Zarobwno przedwczesna utrata akrosomu
jak i niemozno$¢ przejScia reakcji
akrosomalnej stanowig bezwzgledng
przeszkode w zaptodnieniu. Plemniki, ktére
przeszty reakcje akrosomalng przed
dotarciem w bezposrednie sasiedztwo
komorki jajowej nie sg zdolne do adhezji do
oocytu, te z kolei, ktére nie uwalniajg
enzymow akrosomalnych pomimo
zwigzania z powierzchnig oocytu nie
penetrujg w gtgb (Patrat C. i wsp.2000).
Dlatego ocena zdolnosci plemnikéw do
reakcji akrosomalnej mogtaby by¢ dobrym
markerem sprawnosci biologicznej tych
komorek. Naturalnymi induktorami reakcji
akrosomalnej s elementy powierzchniowe
wiefica promienistego, biatka ostonki
przejrzystej i progesteron. Na powierzchni
plemnikéw znajduja sie bowiem receptory
dla ligandéw oston jajowych a takze dla
progesteronu (Patrat C. i wsp.2000).
W warunkach in vitro reakcje akrosomalng
udaje sie wywotaé przy pomocy tych
naturalnych induktoréw lub ich syntety-
cznych pochodnych a takze w sposob
pozareceptorowy poprzez otwarcie
kanatow wapniowych przy uzyciu jonoforu
(Liu DY,Baker HWG,1996).

Plemniki po przejsciu reakcji akrosomalnej
zmieniajg morfologie, a takze tracg lub
zyskujg nowe elementy powierzchniowe
btony komorkowej. Miedzy innymi traca
zdolno$¢ wigzania lektyn (zmiana
powierzchniowych ugrupowan cukrowych)
np. PSA (Pisum sativum agglutinin),
natomiast nabywajg nowe antygeny, wsrod
nich antygen CD 46 i antygen
rozpoznawany przez przeciwciato mono-
klonalne GB24. Dlatego roznicowanie
plemnikéw przed i po reakcji akrosomalnej
wykonuje sie na podstawie oceny ekspresji
antygenow powierzchniowych plemnikow.
W badaniu wykorzystuje sie metody
barwienia cytochemicznego lub immuno-
fluorescencyjnego. W barwieniach negaty-
wnych tzn. takich, w ktérych plemniki nie
wykazujg obecnosci danego markera po
przejsciu reakcji akrosomalnej wykorzystuje
sie zdolno$¢ wigzania plemnikéw z PSA,



w barwieniach pozytywnych na plemnikach
wykazuje sie obecno$¢ CD 46 (Patrat C.
i wsp.2000). W przewodniku WHO (1999)
do oceny jakosci biologicznej plemnikdw
polecany jest, jako badanie dodatkowe, test
indukcji reakcji akrosomalnej przy uzyciu
jonoforu  A23187. Jednak na podstawie
prac Liu DY i Baker HGW (1996a) wydaje
sie, ze test indukcji RA przy uzyciu zona
pellucida (ostonki przejrzystej oocytéw
cztowieka) ma lepsza warto$¢ predylekcyjng
dla oceny zdolnosci zaptadniajacej
plemnikéw. Jednak niezaleznie od
uzywanego induktora, testy kontroli RA
plemnikéw sg pracochtonne i trudne do
standaryzacji. W pewnym stopniu
utatwieniem moze by¢é ocena RA przy
uzyciu cytometru przeptywowego
(Nikolaeva M.A. iwsp. 1998))
taczenie sie plemnika z btong komorkowa
oocytow

Plemnik po przejsciu reakcji akrosomalnej
i penetracji ostonki przejrzystej wigze sie
btong komdrkowg oocytu. Jest to reakcja
receptorowo swoista, ale w przeciwienstwie
do procesu wiazania sie z ZP, gatunkowo
nieswoista. Wiele roznych par ligand
—receptor zostato zidentyfikowanych na
oocycie i plemniku jako te, ktdre uczestniczg
w procesie fuzji gamet, sposrdd ktérych
gtéwna role odgrywaja interakcje pomiedzy
czasteczkami adhezji miedzy-komdrkowej
(integryny) i biatkami macierzy
pozakomorkowej. Integryny sg glikopro-
teinami ztozonymi z dwoch fancuchéw
a i B. Uwaza sie, ze najwazniejszymi
czasteczkami odpowiedzialnymi za fuzje
gamet sa integryny oocytu rozpoznajace
swoiste ligandy na plemniku, jakimi sg
przede wszystkim fibronektyna i witro-
nektyna ( biatka macierzy pozakomorkowej)
oraz fertylina (biatko nalezagce do rodziny
biatek ADAM (A Desintegrin And
Metalloprotease domain) (Finaz C
i Hammami-Hamza S. 2000). Okazuje sie
jednak, ze rdéwniez na powierzchni
plemnikow, ktére przeszty reakcje
akrosomalng stwierdza sie obecnos¢
integryn ?6?1 (Reddy V.R.K i wsp. 2003).
Wykazano, ze plemniki mezczyzn ptodnych
po przejsciu reakcji akrosomalnej
w warunkach in vitro wykazuja ekspresje tej
integryny. Natomiast nie stwierdzono
obecnosci tego biatka na plemnikach
uzyskanych od mezczyzn z nieprawidtowsa
morfologia plemnikéw i/lub nieprawidto-
wym ruchem. Sa to jedne z niewielu
obserwacji wskazujacych zwigzek kliniczny
pomiedzy potencjalng zdolnoscig plemni-
kéw do fuzji z oolemmma i ptodnoscig
mezczyzny.
Oznaczanie wielkosci stresu oksydacyjnego
nasienia jako przyktad doskonalenia metody
zalecanej przez WHO

Nowoczesne metody oceny

nasienia

W skiad btony komdrkowej plemnikow
wchodzi wiecej w poréwnaniu z komorkami
somatycznym nienasyconych kwaséw
thuszczowych. To warunkuje zwiekszenie jej
ptynnosci, dzieki czemu mozliwa jest fuzja
plazmallemmy z zewnetrzng btong
akrosomalna w trakcie reakcji akrosomalnej,
a takze ufatwia zlanie sie bton komor-
kowych w procesie taczenia sie gamet.
Jednak wigzania nienasycone sg miejscami,
gdzie tatwo dochodzi do odtgczania
protonéw wodorowych i inicjacji procesu
peroksydacji, wywotywanego przez zawsze
obecne w nasieniu wolne rodniki tlenowe.
Przed niekontrolowanym i lawinowym
procesem peroksydacji, ktéry prowadzi do
utraty ptynnosci btony i zaburzenia jej
funkcji chroni plemniki system anty-
utleniaczy obecny w plazmie nasienia. Same
bowiem plemniki sg stabo wyposazone
w enzymy anty-oxydacyjene ze wzgledu na
ograniczona zawarto$¢ cytoplazmy.
Obecnos¢ zwiekszonego poziomu wolnych
rodnikéw tlenowych (ROS) wraz
z obnizeniem zdolnosci antyoksydacyjnych
plazmy prowadzi do patologii plemnikow
wywotanej stresem oksydacyjnym.
Skutkiem stresu antyoksydacyjnego jest
peroksydacja bton komodrkowych
plemnikéw i utrata ich ptynnosci.
Uposledzenie ruchu i zdolnosci do tgczenia
z komorka jajowa i zaburzenia integralnosci
DNA pozostajg w silnej zaleznosci ze
stopniem peroksydacji plazmalemmy
meskich komorek rozrodczych (Agarwal A
i wsp. 2003). Zrodtem wolnych rodnikow
tlenowych w nasieniu sg same plemniki,
a takze czesto obecne w nasieniu leukocyty.
Okazuje sie, ze nawet niewielka liczba
leukocytow, mniejsza niz wskazujaca na
leukcytospermie, jest zrodtem wolnych
rodnikow tlenowych zdolnych do
wywotania stersu oksydacyjnego, majgcego
wplyw na jako$¢ nasienia (Saleh R.A. 2002).
Wykazano réwniez, ze obecnos¢
plemnikéw niedojrzatych (z deformacjami
gtowki i obecng kropla cytoplazmatyczng)
jest zwigzana z podwyzszonym poziomem
ROS w nasieniu (Gil-Guzman E. | wsp.
2001). Z drugiej strony stwierdzono,
mniejsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng
plazmy nasienia u pacjentéw nieptodnych.
Jednak narazenie na stres oksydacyjny
plemnikéw zalezy od indywidualnych
whasciwosci kazdego pacjenta, ktora jest
wypadkowa pomiedzy iloscig tworzonych
wolnych rodnikéw i aktywnoscia
przeciwutleniajgcg 0socza nasienia. Dlatego
warto$¢ kliniczng bedzie miato badanie
okreSlajgce poziom stresu oksydacyjnego
mierzonego stosunkiem poziomu wolnych
rodnikbw w plemnikach do catkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej plazmy nasienia
(Shrama RK. i wsp. 1999). Instrukcja WHO
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(1999) proponuje test chemilu-
minescencyjnego okredlania poziomu ROS
w plemnikach z uzyciem luminolu
i peroksydazy chrzanowej jako indykatora.
Aktualnie uwaza sie, ze dodatkowym
kryterium oceny stresu oksydacyjnego
plemnikdw oprdcz poziomu ROS powinno
by¢ badanie catkowitej zdolnosci antyo-
ksydacyjnej plazmy nasienia. Ten parametr
mozna okresli¢ na podstawie pomiaru
stopnia zahamowania wystandaryzowanej,
statej chemiluminescencji peroksydazy
chrzanowej przez kompleks antyoksy-
dacyjny zawarty w badanej plazmie nasienia.
Na podstawie oznaczen obu parametrow tj.
poziomu ROS i catkowitej aktywnosci
antyoksydacyjnej mozna obliczy¢
wspotczynnik okreslajacy catkowity stres
oksydacyjny nasienia. Im wyzszg warto$¢
przybiera obliczony wspotczynnik, tym
mniejsze jest narazenie plemnikdw na stres
oksydacyjny ( Saleh R.A.iwsp. 2001)
Podsumowanie

Ocena nasienia jako stuzaca jak kryterium
oceny ptodnosci mezczyzny jest zadaniem
trudnym zaréwno dla diagnosty laboratoryj-
nego jak i lekarzaandrologa.
Dlatego uwaza sie, ze diagnostyka laborato-
ryjna nasienia powinna by¢ prowadzona
wielopoziomowo:
- poziom pierwszy obejmowatby badanie
0g6lne nasienia zgodnie z zaleceniami
WHO i dotyczy wszystkich pracowni
andrologicznych.
- poziom drugi obejmowatby badania
dodatkowe (uzupetniajace) takie jak:
badanie bakteriologiczne nasienia, badania
biochemiczne plazmy nasienia, badania
stresu oksydacyjnego badania hormonalne,
genetyczne i inne; badania takie mogtyby
by¢ wykonywane w  specjalistycznych
pracowniach andrologicznych.
- poziom trzeci obejmowatby badania
funkcjonalne ( zdolno$¢ do kapacytacji, RA,
testy wigzania z otoczkg przejrzysta,
oolemma, test penetracji jaj chomiczego)
i dotyczy wyspecjalizowanych pracowni
andrologicznych przy os$rodkach wspoma-
ganego rozrodu.
- poziom czwarty - obejmowatby badania
naukowe w pracowniach naukowych
obejmujace wprowadzane i nowe metody
wynikajace z potrzeb kliniki.
Tego typu organizacja laboratoriow
seminologicznych w Polsce pozwolitaby na
standaryzacje i doskonalenie metod
diagnostycznych stuzacych wykrywaniu
i leczeniu nieptodnosci.
Anna Chetmonska-Soyta
Laboratorium Immunologii Rozrodu,
Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN
Wroctaw, 53-119 Wroctaw ul. Weigla 12
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PROGRAM UBEZPIECZENIADLA

DIAGNOSTOW | LABORATORIOW

1.UBEZPIECZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI
CYWILNEJ Z TYTULU WYKONYWANIA ZAWODU
DIAGNOSTY LABORATORYJNEGO

Od 1 pazdziernika 2004r. wchodzi w zycie grupowa umowa
ubezpieczenia odpowiedzialno$ci cywilnej diagnosty
laboratoryjnego.

Uchwata KRDL nr 54/2004 upowaznita Prezesa KRDL do
wynegocjowania sktadki ubezpieczeniowej z tytutu
odpowiedzialnosci cywilnej diagnosty laboratoryjnego.
Wynegocjowana sktadka wynosi od 1 paZdziernika 3 zi
miesiecznie. Zatem w pazdzierniku nalezy kwote 15 zt (sktadki
cztonkowskiej) zwiekszy¢é o 3zt (kwote skiadki
ubezpieczeniowej). Laczng kwote 18 zt nalezy przelaé na konto
KIDL: Nrkonta: 72102010420000880200105692

Dziatania KIDL zmierzajg do zagwarantowania jednolitego
zakresu ochrony ubezpieczeniowej w zwigzku z odpowiedzial-
noscig cywilng diagnosty laboratoryjnego.

Umowg ubezpieczenia zostang objeci wszyscy diagnosci
laboratoryjni, ktérzy sg cztonkami KIDL na dzier rozpoczecia
obowigzywania umowy oraz optacg podwyzszong sktadke do
KIDL zgodnie z uchwatg KRDL.

Ochrona ubezpieczeniowa w stosunku do diagnostow
laboratoryjnych - nowych cztonkéw KIDL, powstanie z dniem
wpisania na liste cztonkéw KIDL pod warunkiem, ze zostanie
optacona sktadka do KIDL zgodnie z uchwatg KRDL.

PROGRAM UBEZPIECZENIA DLA
DIAGNOSTOW | LABORATORIOW

Sumagwarancyjna Sktadka

35 000PLN 3PLN/naosobe miesiecznie

ISTNIEJE MOZLIWOSC PODWYZSZENIA SUMY
GWARANCYJNEJ (DOUBEZPIECZENIA) NA PODSTAWIE
INDYWIDUALNEJ DEKLARACIJI | PO OPLACENIU
DODATKOWEJSKEADKI INDYWIDUALNIE (dotyczy przede
wszystkim os6b pracujacych na podstawie umow
cywilnoprawnych):

Wariant ubezpieczenia Skfadka roczna

Dotyczy os6b wykonu-
jacych zawod medyczny
w ramach indywidualnej
praktyki lub indywidual-
nej specjalistycznej
praktyki.

Dotyczy 0sob legitymuja-
cych sie nabyciem facho-
wych kwalifikacji do
udzielania $wiadczen
zdrowotnych w okre$lo-
nym zakresie lub w okre-
$lonej dziedzinie medy-
cyny, ktéra dysponuje
lokalem oraz aparaturg
i sprzetem medycznym,
odpowiadajacym wyma-
ganiom przewidzianym
dla zaktadéw opieki
zdrowotnej, oraz spetnia-
jacych warunki okres$lone
w przepisach o dziatalno-
§ci gospodarczej

Sumagwarancyjna

200 000 PLN 200 PLN

130 PLN*

50 000 PLN 120 PLN

80 PLN*

* gdy umowa o udzielenie zaméwienia na Swiadczenie zdrowotne
jestzawarta na okres krétszy niz 12 miesiecy

3.UBEZPIECZENIE LABORATORIOW
DIAGNOSTYCZNYCH, BEDACYCH NIEPUBLICZNYMI
ZAKLADAMI OPIEKI ZDROWOTNEJ

W ramach preferencyjnego programu laboratoria moga skorzysta¢
z ubezpieczeniaw zakresie:

1) obowigzkowego ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej
podmiotow przyjmujgcych zamdwienie na Swiadczenia zdrowotne
za szkody wyrzadzone przy udzielaniu tych S$wiadczen
(rozporzadzenie Ministra Finanséw z 17 listopada 1998r.),

Podwyzszenie sumy gwarancyjnej o: Dodatkowa skfadka
30 000PLN 70 PLN/ naosobe rocznie*
50 000 PLN 90 PLN/ naosobe rocznie*
100000 PLN 130 PLN/naosobe rocznie*
200 000PLN 200 PLN/naosobe rocznie*

*Sktadka ostateczna do zaptaty bedzie naliczana proporcjonalnie
do okresu ubezpieczenia (jezeli okres ubezpieczenia bedzie
krétszy niz rok sktadka bedzie nizsza).

2.0BOWIAZKOWE UBEZPIECZENIE
ODPOWIEDZIALNOSCI CYWILNEJ ,PODMIOT(')W
PRZYJMUJACYCH ZAMOWIENIE NA SWIADCZENIA
ZDROWOTNE ZA SZKODY WYRZADZONE PRZY
UDZIELANIU TYCH SWIADCZEN (ROZPORZADZENIE
MINISTRA FINANSOW Z 17 LISTOPADA 1998R. DZ.U
NR 143,P0OZ.921)

Dotyczy oséb (diagnostéw laboratoryjnych), ktérzy przyjmuja
zamoOwienie na $wiadczenie zdrowotne w trybie art. 35 ust. 1
ustawy z 30 sierpnia 1991 r. o zaktadach opieki zdrowotnej, (Dz.U.
nr91, poz. 408) zgodnie z § 3 pkt 2 i 3 ww. rozporzadzenia.

suma gwarancyjna Liczba pracownikéw | SKEADKA
wykonujgcych czynnosci
diagnostyczne

do3 400 z+
4-6 600 z¥*
7-10 700 z+*
200 000 PLN 11-15 800 z+*
16-30 200z¥*
31-40 500 z¥*

Powyzej 40 Sktadka

ustalana

indywidualnie

*roztozenie skadki na dwie raty skutkuje zwyzka sktadki 5%.

2) ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej laboratoriow
diagnostycznych,

3) ubezpieczenia mienia od ogniaiinnych zdarzen losowych,

4) ubezpieczenia mienia od kradziezy z wkamaniem i rabunku,

5) ubezpieczenia szyb i innych przedmiotdw szklanych od sthuczenia,
6) ubezpieczenia sprzetu elektronicznego,

7) ubezpieczenn komunikacyjnych (OC, AC, NNW, Hestia Car
Asistance).



PROGRAM UBEZPIECZENIA DLA
DIAGNOSTOW | LABORATORIOW

4,UBEZPIECZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI )
CYWILNEJ Z TYTULU WYKONYWANIA CZYNNOSCI
DIAGNOSTYKI LABORATORYJNEJ (dla technikéw
laboratoryjnych)

Do ubezpieczenia moga przystapi¢ osoby uprawnione do
wykonywania czynnosci diagnostyki laboratoryjnej zgodnie
z Art. 6a. ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce
laboratoryjnej (Dz. U. zdnia 18 wrze$nia2001r.)

Sumagwarancyjna Skladka

35 000PLN 3PLN/naosobe miesiecznie

ISTNIEJE MOZLIWOSC PODWYZSZENIA SUMY
GWARANCYJNEJ (DOUBEZPIECZENIA) NA PODSTAWIE
INDYWIDUALNEJ DEKLARACIJI | PO OPLACENIU
DODATKOWEJSKEADKI INDYWIDUALNIE (dotyczy przede
wszystkim os6b pracujacych na podstawie umow
cywilnoprawnych):

Podwyzszenie sumy gwarancyjnej o: Dodatkowa sktadka
30 000PLN 70 PLN/ naosobe rocznie*
50 000PLN 90 PLN/na osobe rocznie*
100000PLN 130 PLN/naosobe rocznie*
200 000PLN 200 PLN/na osobe rocznie*

UWAGA!
Ogoélne warunki stanowigce podstawe zawarcia umowy
ubezpieczenia, wnioski ubezpieczeniowe oraz deklaracje zgody
znajdujg sie nastronach KIDL: http://www.kidl.org.pl/

Wszelkich informacji na temat programéw ubezpieczen
majatkowych udzielaja;

Maria Zurawska(0-56) 669 32 40
e-mail:maria.zurawska@mentor.torun.pl

Rafat Sobczak (0-56) 669 3341

e-mail: rafal.sobczak@mentor.torun.pl

Mentor S.A.

Podmurna 95, 87-100 Toruh

tel. +4856 669 33 00, fax +48 56 669 33 04
http://www.mentor.torun.pl

W razie zajscia wypadku objetego zakresem ubezpieczenia
majatkowego Ubezpieczony jest w szczeg6lnosci obowigzany
niezwtocznie powiadomic;

HESTIA KONTAKT 0801 107 107 (optata za potaczenie réwna
jednostce taryfikacyjnej TP S.A.)

lub 058 555 55 55 (dla telefonéw komdérkowych)

EWIDENCJA LABORATORIOW

W pazdzierniku zakonczymy trwajgca prawie rok
Ewidencje Laboratoriow. Do konca sierpnia br
zarejestrowanych zostato ponad 1200 laboratoriéw
z calej Polski. Efekty pracy osob skiadajgcych
whnioski oraz KIDL mozna zobaczy¢ na stronie
Internetowej www.kidl.org.pl “klikajagc” po
otworzeniu sie strony gtownej na przycisk
LABORATORIA, a nastepnie EWIDENCJA
LABORATORIOW

Na ilustracji obok moga Parnstwo zobaczyé pierwsze
wydane “Zaswiadczenie” (z numerem 1) o wpisie
do Ewidencji Laboratoriow.

Wszystkich zainteresowanych otrzymaniem
takiego zaswiadczenia informujemy, ze moga je
uzyska¢ tylko te laboratoria, ktére zostaty
umieszczone na naszej stronie Internetowej bez
uwag ( bez prosby o skontaktowanie sie z Biurem
KIDL) po uprzednim telefonicznym
skontaktowaniu sie z nami (tel:0-22 741 21 57),
zgodnie z Uchwatg Nr 47/2004 KRDL.
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