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Czas Bozego Narodzenia to chwila zatrzymania si¢ i refleksji

nad tymi bliskimi, ktorych po raz pierwszy nie ma z nami przy
wigilijnym stole.
W tym roku pozegnaliSmy sw. p. Ann¢ Ojak - cztowieka
oddanego diagnostyce i tworzeniu samorzadu diagnostow
laboratoryjnych.
Sw. p. Anna Ojak byta osobg nieztomna, konsekwentna,
odznaczajaca si¢ charyzmatem ducha, odpowiedzialno$cia
i bezinteresownoscia, bezwzglednie gtoszaca prawde
w spolaryzowanym otoczeniu, cho¢ niosto to z soba trudy i przykre
konsekwencje. Byta oddana do konca. Cierpienie ofiarowata za
diagnostow laboratoryjnych - tak powiedziala w rozmowie
telefonicznej przed $miercia.

Wierzymy, ze droga nam $w. p. Anna Ojak pozostanie w naszej
pamieci symbolem troski o dobro zawodu, bezinteresownej pracy
na rzecz samorzadu zawodowego oraz rozwijania etosu zawodu
diagnosty laboratoryjnego w §rodowisku medycznym i w §rodowisku
pacjentow.

Wspominajac sw. p. Ann¢ Ojak mys$limy réwniez o diagnostach
laboratoryjnych, ktorzy odeszli tego roku do domu Ojca.
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Drodzy diagnosci,

Swigta Bozego Narodzenia to wyjatRowy okres,

To czas, Rtory budzi szczere uczucia i fgczy nas
w jedng rodzing diagnostyczng.

To czas, Rtory pogwala umacnial w nas wiare
w site dobra

- w codziennym trudzie,

- W naszym zmeczeniu,

- wnadziei o przetrwanie,

- w rogwijaniu aspiracji zawodowych i naukowych,
-w budowaniu autentycznej rzeczywistosci
diagnostycznej

i zrozumied, Ze w lichej stajence narodzita sig mitosc,

Rtéra puka do Razdego z nas.

Wszystko dla dobra pacjenta - niech to hasto
przyswieca nam i naszym wspotpracownikom nie
tylko w oRresie swigtecznym, lecz przez caty
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Patomechanizm gospodarki Zelazem w niedokrwistos$ci
Kazimierz Kuliczkowski

Katedra i Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi
i Transplantacji Szpiku AM we Wroclawiu

Niedokrwistos¢ (anemia) to objaw charakteryzujacy si¢ obnizeniem
ponizej normy dla danej populacji stezenia hemoglobiny i liczby
erytrocytow. Przyczyna powstania niedokrwistosci moga byé
w kolejnosci patofizjologiczne;j:

1. niesprawno$¢ ,,producenta” szpiku powstata w wyniku
réznych mechanizméw - np. w niedokrwistosci chorob
przewlektych, w niedokrwistosci aplastycznej, w zespotach
mielodysplastycznych, biataczkachitp.,

2. nadmierna utrata w wyniku ostrych czy przewleklych
krwawien,

3. nadmierne niszczenie erytrocytow hemoliza w wyniku
nieprawidtowych zmian w erytrocytach wrodzonych lub
nabytych,

4. brak niezbednych sktadnikow do produkcji erytrocytow
w wyniku:

- niedoboréw pokarmowych,

- zaburzonego wchtaniania,

- nieprawidtowej gospodarki tymi sktadnikami np.

niedokrwistos¢ w przewleklym zapaleniu, w procesach

immunologicznych.
Czgsto przyczyny powstawania niedokrwistosci sa ztozone
i uczestnicza w nich roézne mechanizmy np. niedokrwisto$¢
w przebiegu nowotworu. Do najczgstszych niedokrwistosci naleza
niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza i niedokrwisto§¢ chordb
przewlektych (ACD anemia of chronic disease).
Zelazo w organizmie 70 kg cztowieka stanowi 4,0 g (60 ppm),
z czego 2,5 g zawarte jest w erytrocytach, 4 mg w osoczu, 300 mg
w mioglobinie i enzymach oddechowych i 1,0 g stanowia magazyny
tkankowe (5).

Gléwnym zadaniem erytrocytéw jest dostarczanie tlenu do tkanek

i temu celowi shuzy hemoglobina sktadajaca si¢ z hemu (pierscien
pirolowy zwiazany z zelazem) i biatka globiny oraz
charakterystyczna budowa erytrocyta. Niedobory gtownie zelaza lub
uposledzenie struktur erytrocyta i jego sktadowych uposledzaja
transport tlenu czego wynikiem jest niedotlenienie tkanek, hipoksja.
W komorkach calego ciata znajduja sig ,,czujniki” tlenowe, czynniki
transkrypcyjne wrazliwe na niedobor tlenu. Niedobor tlenu indukuje
ich aktywno$¢ i pobudzenie transkrypcji gendow bioracych udziat
w przeciwdzialaniu temu np. poprzez produkcjg erytropoetyny
stymulujacej szpik do zwigkszonej produkcji erytrocytéw, co z kolei
ma wplyw na mechanizmy regulujace dostarczajace sktadnikow do
ich produkcji np. zelazo, wit. B12, kwas foliowy i in. Oprocz genow
odpowiedzialnych za produkcje erytrocytow, ulegaja indukcji
réwniez geny stymulujace angiogenezg aby poprawi¢ dostarczanie
tlenu do tkanek. Tym czynnikiem trankrypcyjnym jest czynnik
indukowany hipoksja - HIF-a (hypoxia-inducible factor).
Dotychczas opisano ich trzy rodzaje: HIF-1a, HIF-2a, HIF-30. Przy
prawidlowej zawartosci tlenu w tkankach ulegaja one niszczeniu
przy pomocy hydroksylaz nalezacych do nadrodziny dioksygenaz
zaleznych od 2-oksyglutaranu, ktore hydroksylujac proling czynnika
transkrypcyjnego HIF-o w obecnos$ci tlenu umozliwiaja
przytaczenie biatka VHL (von Hippel-Lindau), ktore jest
rozpoznawane przez ligaz¢ E3 ubikwityny, co prowadzi
w ostatecznosci do degradacji HIF-o, hydroksylazy te nazywane sa
PHD (prolyl hydroxylase domain containing proteins) i opisano
dotyczas ich 4 rodzaje. Oprocz wrazliwosci na tlen i2-oksyglutaran,
wymagaja do swojej aktywnoéci rowniez Fe’. Obecnos¢ tlenu
aktywuje te hydroksylazy, natomiast niedobdr tlenu stabilizuje
HIF-a. i dochodzi do transkrypcji gendow odpowiedzialnych za
erytropoetyng i angiogenezg. Obok hydroksylaz jest jeszcze jeden
czynnik odpowiedzialny za regulacjg HIF-o,- inhibitor (FIH Factor
Inhibiting HIF), ktory hydroksylujac w nim w obecnosci tlenu
asparaging hamuje jego dziatanie. Wplyw na angiogenezg¢ czyni
czynniki HIF-o waznymi w procesie cancerogenezy
(Ryc. 1.)(3,7,14).

Regulacja HIF-o: obecnos¢ tlenu powoduje rozpad,
obnizenie jego zawartosci dziatalnos¢ transkrypcyjna
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\ Epo, cz.angiopoet. /

Komérka

Ryc. 1. VHL biatko von Hippel Lindau, PHD prolyl hydroxylase
domain containing proteins, Epo-erytropoetyna, cz. angiopoet.-
czynniki angiopoetyczne

W gospodarce zelazem wiele poznano, ale tez nadal sa tutaj biate
plamy wymagajace dalszych badan. U dobrze odzywionego
czlowieka 3 - 4 g zelaza jest zwigzane z hemoglobina, codziennie
potrzeba 20 - 25 mg dla syntezy hemoglobiny. Zelazo jest
reutylizowane w wigkszosci z rozpadlych erytrocytow,
a bezpowrotne straty z przewodu pokarmowego i powlok skornych
sa uzupehiane w diecie codziennej w ilosci 1 mg dlamezezyznil -3
mg dla kobiet (wigcej z powodu dodatkowej utraty przez miesiaczki)
i wzrasta przy niedoborze zelaza. Oprocz hemoglobiny zelazo
zawieraja: mioglobina, cytochromy, redukaza rybonukleotydowa,
akonitaza, zlepy zelazowo -siarkowe (ISC - iron - sulphur clusters)
tj. biatka z Fe-S przenoszace elektrony (2, 3, 9). Zelazo znajduje sie
rowniez w mozgu, gdzie podlega podobnym mechanizmom
transportu i wchlaniania jak opisano ponizej. W diecie zelazo
wystgpuje w dwoch postaciach: nieorganiczne co stanowi 90%
i organiczne w postaci hemu 10%. Wchianianie Zelaza zalezy od
rodzaju diety, zawartego w niej zelaza . W diecie bogatej w migso,
zelazo w potowie pochodzi z hemu hemoglobiny czy mioglobiny,
a w innych czg¢$ciach §wiata przy diecie ubogiej w migso, pochodzi
z roélin jako Fe'. Kwas askorbinowy redukujac zelazo do
dwuwartosciowego Fe’' zwieksza jego wchianianie. Fityny
ipolifenole zawarte w pokarmach roslinnych hamuja resorbcjg (3).

Dotychczas zidentyfikowano trzy drogi wchtaniania zelaza:

1. nieorganiczne Fe' po redukcji do Fe’ transportowane do
enterocyta przez DMT1 (Divalent Metal Transporter I-
Transporter Dwu warto$ciowe go Metalu)

2. hem transportowany jest przez bialko HCPI (Heme Carrier
Protein 1- Biatko no$nikowe hemu 1)

3. transport zelaza trojwarto$ciowego (Fe') do enterocyta moze tez
odbywaé¢ sig¢ droga integrynowo - mobiliferynowa - IMP
(Integrin - mobiliferin pathway) niezbyt dobrze poznana.

Jelito Krew

ENTEROCYT

Fe? peze &% %fochondr.
LIP

> Fe*

s‘errytyna

" Fe¥ > Fe2+

Fe3*

Hem

Fe®

’ SCHEMAT WCHEANIANIA ZELAZA W JELICIE l

Ryc. 2. LIP - labile iron pool (zmienna pula zelaza), Mitochondr. -
mitochondrium, reszta objasnien w tekscie.
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DMT1 przenosi zelazo dwuwarto$ciowe przez szczytowa btong
cytoplazmatyczng enterocytu. Opisano mutacje tego nosnika
u chorych z niedajaca sig leczy¢ niedokrwisto$cia z niedoboru zelaza.
Zelazo pokarmowe trojwartosciowe zostaje zredukowane przez
cytochrom dwunastniczy b (Dcytb - Duodenalcytochrome b,
reduktaza zelazawa) znajdujacy si¢ w szczycie enterocytu, cho¢ wg
niektdrych nie jest to niezbedne dla przenoszenia przez DMT1 (1,3).
Jak przenoszone jest zelazo wewnatrz komorki doktadnie
niewiadomo. Z enterocyta zelazo jest przenoszone z powierzchni
podstawowe - bocznej przy pomocy ferroportyny (FPNI1 -
Ferroportin 1). Transporter ten znajduje si¢ rowniez na powierzchni
podstawowe -bocznej syncytiotrofoblasta tozyska jak
i w makrofagach watroby (wlaczajac komorki Kupfera), sledziony
i w hepatocytach. Zelazo dwuwartosciowe jest utleniane do
trojwartosciowego przez oksydazg zelazawa - hefestyng (hephestin) ,
zwiazang z btona komodrkowa i zawierajaca liczne jony miedzi
wymagane dla jej aktywnos$ci. Podobna role spelnia dla innych
komorek ceruloplazmina produkowana w watrobie i krazaca we
krwi. Utatwia ona uwalnianie zelaza z komoérek. Uwolnione Zelazo
trojwartosciowe we krwi jest transportowane przez transferyng,
ktora sktada si¢ zdwoch globularnych ptatow, kazdy taczy sig zjedna
czasteczka zelaza. Produkowana jest glownie w watrobie ale tez
iwmozgu (Ryec.2.).

Makrofagi, komorki odpornosciowe odgrywaja rowniez rolg
w gospodarce Zelazem, fagocytuja erytrocyty, a uwalniajac zelazo,
wplywaja na jego stezenie we krwi. Sfagocytowane erytrocyty sa
transportowane przez wakuole fagocytarne do wnetrza komorki,
a z wakuol zelazo transportowane jest do cytoplazmy przez
homologiczne do DMT1 biatko zwane Nrampl. Z kolei
z makrofagéw zelazo jest transportowane na zewnatrz przez
feroportyng.

Do innych homologéw transferyny nalezy wymienié
melanotransferyng i laktoferyng. Laktoferyna odgrywa gtéwnie rolg
obronng jako czynnik przeciwbakteryjny, a rola melanotransferyny
nie jest doktadnie okreslona.

Zelazo transferyny jest przekazywane receptorom transferynowym
droga endocytozy. Receptory sa obecne powszechnie na komorkach.
Po zwiazaniu receptora z Fe’- transferyna droga endocytozy
kompleks ten jest przenoszony do cytoplazmy, zelazo jest
redukowane do dwuwarto$ciowego prze reduktaze zelazawa Steap3
i transportowane przez DMT]1 do cytoplazmy, a kompleks receptor
transferynowy i transferyna sa przenoszone na zewnatrz komorki
i transferyna uwalnia si¢. Catly ten proces trwa 3 minuty (3). Zelazo
w komoérce moze by¢ wbudowywane do hemu lub zlepow zelazowo -
siarkowych lub sktadowane w ferytynie, aby by¢ zuzytym po6znie;j.
Zaréwno hem jak i zlepy zelazowosiarkowe sa syntetyzowane
w mitochondriach, gdzie zelazo jest pobierane przez midoferyne,
biatko btony mitochondriow. Tutaj sktadowane jest w biatku
frataksynie, ktore przez to zapobiega powstawaniu wolnych
rodnikow. Mutacje tego biatka sa odpowiedzialne m.in. za ataksjg
Friedreicha.

Ferrytyna jest cytoplazmatycznym, powszechnie wyrazanym
(expressed), globularnym biatkiem spichrzajacym zelazo (w ilo$ci
okoto 4500 jondéw) w swym wnetrzu po utlenieniu przez tancuch L do
trojwartosciowego. W cytoplazmie ferrytyna jest zwiazana
z mikrotubulami. Ferrytyna niezwiazana z zelazem nazywana jest
apoferrytyna, a zwiazana holoferrytyna. Niewielka, glikozylowana
cze$¢ ferrytyny jest wydzielana do surowicy przez co mozemy
ocenia¢ stan magazynow zelaza (12). Hemosyderyna réwniez jest
sktadowiskiem zelaza. Budowa nie jest dobrze poznana, sklada sig
z ferrytyny, z denaturowanej ferrytyny i innych biatek, zelazo stad
jesttrudno dostgpne.

Hem jak wspomniano jest przenoszony przez biatko HCP1, ktore
przenosi w catos$ci czasteczke do cytoplazmy. Ekspresja tego biatka
zwigksza si¢ pod wpltywem hipoksji, a potozenie w cytoplazmie
zalezy od zawarto$ci zelaza w organizmie. Zwykle jest
w cytoplazmie i przy btonie komdrkowej, przy niedoborach zelaza
znajduje sig tylko przy blonie. W cytoplazmie hem jest degradowany
przez oksygenazg L HCP1 rowniez przenosi kwas foliowy (2, 3).
Zelazo tréjwartosciowe jest przenoszone przez biatko opiekuncze -
mobiliferyng i adhezyjne - integryng p3. W niedoborach zelaza
mobiliferyna jest wydzielana do $wiatla jelita, gdzie jedna czastka
wiaze 2 czastki zelaza, w blonie komorkowej taczy si¢ z integryna.
Caly ten kompleks taczy si¢ w cytoplazmie z flawinowa

monooksygenaza i DMT1. Kompleks ten nazywa si¢ paraferrytyna.
Redukuje on zelazo trojwartosciowe do dwuwartosciowego, ktore
nastgpnie jest transportowane przez DMT1 z wakuol (3).

Regulacja gospodarkizelazem

Komorki reguluja gospodarke zelazem zaréwno podczas pobierania,
sktadowania jak i zuzywania. Ekspresja ferrytyny i receptora
transferyny sa regulowane na etapie postranskrypcyjnym przez
stgzenie zelaza wewnatrzkomorkowego. mRNA tych biatek
posiadaja sekwencje regulowane przez zelazo - IRE (iron responsive
elements). Obnizenie st¢zenia zelaza w komorce powoduje, ze biatka
spokrewnione z enzymem akonitaza zwane IRPI lub IRP2 (iron
regulatory protein) wiaza si¢ z IRE stymulujac translacj¢ (Ryc. 3)
(8,17). Transport zelaza wewnatrz komorki nie jest dobrze poznany,
zelazo niezwiazane ani z ferrytyna ani z mitochondriami tworzy pulg
labilng (LIP - labile iron pool). Gtéwnym regulatorem gospodarki
zelazem jest hepcydyna. Najpierw wyizolowano ja z ultrafiltratu
osocza, a nastgpnie z moczu i ze wzgledu na pochodzenie z watroby
i wlasnos$ci bakteriobdjcze nazwano ja hepcydyna (11). Hepcydyna
jak si¢ okazalo jest gldownym hormonem odpowiedzialnym za
gospodarke zelazem. Laczac sie¢ z feroportyng niszczy ja
i w konsekwencji Zelazo nie jest transportowane na zewnatrz
komorek np. hepatocyta, enterocyta czy makrofaga. Ekspresja
hepcy-dyny na poziomie transkrypcji jest modulowana przez stany
zapalne, wysycenie transferyny zelazem, niedobor Zelaza, hipoksjg.
Pod wplywem zapalenia IL-6 wiaze si¢ z receptorem na hepatocycie
i stymuluje czynnik transkrypcyjny Stat3, ktory zwigksza

transkrypcj¢ hepcydyny.

| Schemat regulaciji biatek uczestniczacych w gospodarce zelazem |
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Ryc. 3. Objasnienia w tekscie.

Hemojuwelina (HJV) to nastgpny regulator stgzenia hepcydyny.
Znajduje si¢ on w watrobie, sercu i mig$niach w dwéch formach:
zwiazanej, blonowej i wolnej. Obie te formy konkuruja jesli chodzi
o indukcjg transkrypcji hepcydyny wplywajac ostatecznie na jej
wynik. Forma zwiazana wspotdziala z kompleksem BMP2/BMP4
wzmagajac wiazanie tego kompleksu do receptoréw I i II kinaz
serynowo -treoninowych, ktore fosforyluja Smad regulowany przez
te receptory, a ten z kolei taczy si¢ ze Smad4 i kompleks ten
przemieszcza si¢ do jadra, gdzie indukuje transkrypcje hepcydyny.
Rozpuszczalna hemojuwelina konkuruje o kompleks BMP2/BMP4
przez co hamuje transkrypcje. Ekspresja obu form hemojuweliny
blonowej i wolnej zalezy od stezenia zelaza zwiazanego
z transferyng (holotransferyny). Uwalnianie z blony komorkowej
rozpuszczalnej hemojuweliny jest hamowane przez holotransferyng,
natomiast niedobor Zelaza i hipoksja stymuluja produkcje formy
rozpuszczalnej, stabilizujac tez hepcydyny. Hepcydyna natomiast
indukuje ekspresj¢ furyny, ktéra uwalnia z btony komorkowej wolna
hemojuweling (Ryc.4). Mutacje zarowno hemojuweliny, jak
i hepcydyny prowadza do nadmiernego gromadzenia Zzelaza,
hemochromatozy typu II. Innym czynnikiem wptywajacym
posrednio na regulacj¢ zelaza jest blonowa proteaza serynowa -
matryptaza 2 (matriptase 2 -TMPRSS6), ktora rozktadajac btonowa
hemojuweling hamuje transkrypcje hepcydyny. Opisano
niedokrwisto$ci oporne na leczenie zelazem (IRIDA - iron refractory
iron deficiency anemia) wywotane mutacja matryptazy 2. (1, 3, 4,
8,11,12,15,16).
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Stan zapalny np. IL-6, wysycenie
transferyny, niedobor Fe, hipoksja
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[ Regulacja produkcji hepcydyny |

Ryc. 4. BMP - cytokina (bone morphogenetic protein), Stat3, Smad -
czynniki transkrypcyjne

Hemochromatoza typu I jest mutacja biatka HFE, ktore rowniez
uczestniczy w regulacji gospodarki zelazem, ale jego mechanizm
dziatania nie jest doktadnie poznany jeszcze. Biatko to jest wyrazone
w niewielkim stopniu w wigkszosci komorek, a w duzej ilosci
w komérkach krypt jelita i watrobie. Ekspresja ta jest odwrotnie
proporcjonalna do absorpcji zelaza, brak tego biatka wiaze sig
z nadmierng absorpcja, a nadmierna ekspresja hamuje. Biatko to
taczy si¢ z B2 mikro globuling w cytoplazmie i kompleks ten pojawia
si¢ na powierzchni komorki gdzie reaguje z receptorem
transferynowym | - TfR1. Uwaza sig, ze biatko HFE jest sensorem
zawartosci biatka w organizmie uzywajac do tego stgzenie
saturowanej transferyny (holo-transferyny). Potaczenie
z holotransferyna uwalnia HFE od TfRI i taczy si¢ z receptorem
transferyny 2 - TfR2, ktory indukuje transkrypcj¢ hepcydyny.
Trzeci typ hemochromatozy zwiazany jest z mutacja receptora
transferyny TfR2, ktory wspolpracuje z HFE.
Czwarty typ hemochromatozy dotyczy mutacji feroportyny
inazywany jest choroba feroportynowa(3, 10).
Jakie wynikaja z tego praktyczne wskazowki diagnostyczno-
laboratoryjne?
Niedobor zelaza tradycyjnie mozna podzieli¢ na:
® niedokrwisto$¢ z niedoboru zelaza,
® niedobor zelaza tkankowego (oproznione magazyny tkankowe -
depleted iron stores).

Anemi¢ z niedoboru Zelaza diagnozuje si¢ stwierdzajac obnizone
wysycenie transferyny (<15%), niskie st¢zenie ferrytyny (<12pg/L)
oraz wzrost stgzenia rozpuszczalnego receptora transferyny
(>6mg/100/ml), a w badaniu szpiku brak zelaza po zabarwieniu
bigkitem pruskim. Drugim narzadem, ktérego punktat barwi si¢ na
obecno$¢ zelaza jest watroba. Niedokrwisto$¢ ta reprezentuje
ostatnie stadium oproznienia magazynoéw tkankowych. Z drugiej
strony pamigtajac, ze ferrytyna i st¢zenie zelaza w surowicy
zmieniaja si¢ pod wptywem zapalenia (stezenia zelaza zmniejsza sig,
a ferrytyny wzrasta), dlatego w diagnostyce réznicowej niedoboru
zelaza nalezy uwzgledni¢ obecno$¢ procesu zapalnego.

Anemia choréb przewlektych (ACD) lub inaczej zwana
niedokrwisto$cia z zapalenia/nowotworu (Al - anemia of
inflammation/malignancy) w $wietle przedstawionej gospodarki
zelazem staje si¢ tez bardziej zrozumiala. W tej niedokrwistosci
dochodzi do zmniejszenia produkcji erytropoetyny, uszkadzajacego
dziatania cytokin na erytroblasty, a zwigkszona ekspresja hepcydyny
zmniejsza uwalnianie Zelaza z komorek w ktorych ono si¢ znajduje,
a glownie z makrofagéw 1 jest ono przez to niedostgpne dla
erytroblastow. Niedokrwisto§¢ ma charakter mikrocytowy
z niedoborem zelaza, st¢zenie ferrytyny jest prawidlowe lub
podwyzszone, ale nie wyzsze niz 100 pg/L, a stezenie receptora
transferyny prawidtowe. Niedobdr zelaza potrzebnego dla

erytroblastow przy prawidlowo zaopatrzonych magazynach jak to
ma miejsce np. u chorych dializowanych nazywa si¢ funkcjonalnym
niedoborem zelaza (functional iron deficiency) i mozna je ocenié
przy pomocy wysycenia transferyny. W réznicowaniu ACD
z niedokrwistoscia z niedoboru zelaza moze pomdc obliczenie
wskaznika rTf/f(stosunek rozpuszczalnego receptora transferyny do
logarytmu ferrytyny). Wartos¢ wigksza niz 2 sugeruje niedobor
zelaza, mniejsza od  wskazuje na ACD.

Z kolei podwyzszenie stezenia ferrytyny i zwigkszona saturacja
transferyny zelazem plus odpowiedni wywiad (nie bylo przetoczen
krwi) stwarza podejrzenia wrodzonej hemochromatozy (2, 3, 6,
9,17). W monitorowaniu niedoboru Zelaza uzywane sa nastgpujace
parametry (5):

® stgzenie ferrytyny w surowicy,

® Dbarwienie szpiku (wymagana jest obecnos$¢ grudek w preparacie)
nazelazo oceniana potilosciowo w skali: 0-4+,

® wysycenie transferyny zelazem,

® wolna protoporfiryna w erytrocytach (FEP -free erythrocyte
protoporphyrin),

® stgzenie hemoglobiny,

° MCV,

e MCHC.

Niskie stezenie zelaza i ferrytyny i wzrost wiazania zelaza przez
transferyng $wiadcza o dalszym niedoborze zelaza po tym jak
magazyny sieciowe zostaly opréznione. Gradacjg tego niedoboru
pozwalaja oceni¢ wyzej wymienione parametry. Niedobor zelaza ,jak
wspomniano dotyczy poczatkowo magazynow tkankowych,
a nastepnie objawu dalszego niedoboru w postaci niedokrwistosci.
W przedstawionym ponizszym opisie podane sa nieprawidlowe
parametry dla poszczegdlnych etapow niedoboru zelaza i przy
nasilaniu si¢ objawow przy kolejnych etapach dodawane sa kolejne
pojawiajace si¢ nieprawidtowe parametry. Za Conradem(5) mozna
wyrdzni¢ sze$¢ etapow w powstawaniu niedoboru zelaza:

® zmniejszenie zelaza w_magazynach: zmniejszone stgzenie
ferrytyny w stosunku do normy i zmniejszenie zelaza
w barwieniu szpiku na zelazo

® oprdznienie magazyndw: przejawia si¢ obnizeniem stgzenia
ferrytyny <12fag/100ml i brakiem zelaza w barwieniu szpiku,

e ukryty niedobér zelaza: dodatkowo pojawia si¢ zmniejszenie
wysycenia transferyny i wzrost wolnej protoporfiryny
w erytrocytach

® crytropoeza w_niedoborze zelaza: dalsze zmniejszenie
wysycenia transferyny, zwigkszenie wolnej protoporfiryny w
erytrocytach, zmniejszeniec Hb o okolo 1 g i nieznaczne
zmniejszenie MCV12

® niedokrwisto$¢ wezesna z niedoboru zelaza: dalsze zmniejszenie
olgHb, atakze zmniejszenie MCViMCHC

® niedokrwisto§¢ p6zna z niedoboru zelaza: dalsze zmniejszenie
MCViMCHC

W leczeniu niedokrwistosci z niedoborem zelaza stosuje si¢
preparaty tego pierwiastka w miarg mozliwosci doustnie wyjatkowo
dozylnie. Odpowiedzia na leczenie jest retykulocytoza w 5 - 10 dniu
stosowania, a hemoglobina wzrasta o 1,0 g tygodniowo. Leczy¢
powinno si¢ dodatkowo 1-2 miesiace po ustapieniu niedokrwistosci,
aby uzupelni¢ magazyny tkankowe.

W leczeniu niedokrwistosci chordéb przewleklych glownym
postepowaniem jest leczenie chorob bedacych przyczyna tej anemii.
Reasumujac, przybyto wiele danych dotyczacych niedoboru zelaza
i jego regulacji co pomaga w diagnostyce i leczeniu. Nadal tez jest
wiele bialych plam, ktére, jak sadzg, beda systematycznie
zamalowywane gromadzaca si¢ wiedza.
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Wybrane testy czynno$ciowe w laboratoryjnej
diagnostyce endokrynologicznej
Marta Faryna
Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej Wydzialu Nauki
0 Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

W diagnozowaniu choréb endokrynologicznych czgsto
oznaczanie hormonéw w warunkach podstawowych nie jest
wystarczajace. Powodem moze by¢ krotki okres pottrwania
i epizodyczny charakter wydzielania hormonu. Uzyskiwanie
wynikow prawidtowych badz granicznych stgzenia hormonow
w diagnozowaniu endokrynopatii wymaga stosowania testow
czynno$ciowych. Sa to przede wszystkim testy oceniajace rezerwe
przysadkowa, wykorzystujace GnRH (gonadoliberyng), ktora
stymuluje uwalnianie gonadotropin, TRH (tyreoliberyng),
stymulujaca uwalnianie TSH (tyreotropiny) i prolaktyny oraz
hipoglikemi¢ poinsulinowa, pobudzajaca uwalnianie hormonu
wzrostu i ACTH (kortykotropiny). Innymi czgsto wykonywanymi
testami jest test z ACTH, stymulujacy korg nadnerczy,
wykorzystywany w diagnozowaniu niedoczynnoséi kory nadnerczy
oraz test hamowania uwalniania ACTH i kortyzolu
deksametazonem, stosowany w diagnostyce nadczynno$ci kory
nadnerczy.

Ocena wydzielania hormonu wzrostu jest istotna u dzieci

z niskim wzrostem i u o0sob dorostych z podejrzeniem
niedoczynnosci przysadki.

GH (hormon wzrostu) charakteryzuje si¢ krotkim okresem
poltrwania (20-50 minut), epizodycznym wydzielaniem
z maksymalnym wyrzutem w czasie pierwszych godzin snu. Stad
oznaczanie jego st¢zenia w surowicy ma ograniczong warto$¢
diagnostyczna. Bardziej przydatne jest oznaczanie IGF-1
(insulinopodobnego czynnika wzrostowego-1), ktory wykazuje

wigksza stabilno$¢ stezenia we krwi ze wzgledu na wiazanie si¢

z biatkami no$nikowymi. Stezenie IGF-1 jest podwyzszone
w stanach zwigkszonego wydzielania hormonu wzrostu, ale bywa
prawidtowe w stanach jego niedoboru. Dlatego do oceny rezerwy
wydzielniczej hormonu wzrostu wykorzystuje si¢ nastgpujace testy
dynamiczne;

- test z GHRH (somatoliberyna), wykorzystujacy
podwzgoérzowy czynnik uwalniajacy. Wktucie si¢ do zyly powinno
by¢ wykonane 30 minut przed rozpoczeciem testu, a krew pobrana do
oznaczenia GH w - 30 1 0 minucie testu. Nastgpnie w szybkiej iniekcji
dozylnej podaje si¢ GHRH w ilosci 1 pg/kg i pobiera krew do
oznaczenia GH w czasie 15, 30, 45 1 60 minut po iniekcji.

U wigkszosci zdrowych pacjentow wzrost GH, wynoszacy
powyzej 10 ng/ml pojawia sig po 30-60 minutach. Niektorzy autorzy
podkreslaja jednak, ze chociaz GHRH wydaje sig by¢ bardzo dobrym
bodzcem, to test wykorzystujacy ten hormon charakteryzuje si¢ mata
powtarzalnoscia.

-test z argining, ktorajest najczg$ciej wykorzystywanym
aminokwasem  do pobudzenia wydzielania hormonu wzrostu.
Wktucie si¢ do zyly powinno by¢ wykonane 30 minut przed
rozpoczgciem testu, a krew pobrana do oznaczenia GH w tym samym
czasie i 0 minucie testu. Pdzniej podaje si¢ 10% roztwor argininy
wilos$ci 0,5 g/kg w ciagu 30 minut.

Krew pobierana jest co 30 minut w czasie 2 godzin trwania testu.

Zwigkszenie stezenia GH obserwuje si¢ u okoto 70% zdrowych
osOb. Stwierdzono, ze wstepne leczenie estrogenami kobiet

w okresie pomenopauzalnym i m¢zczyzn nasila odpowiedz GH na

wlew argininy. Prawidlowe wartosci testu to wzrost GH powyzej 6
ng/ml u pacjentéw nieleczonych estrogenami i powyzej 10 ng/ml
u pacjentéw, ktorzy przyjmowali estrogeny i u kobiet w okresie
przedmenopaualnym.

- test hipoglikemii poinsulinowej, wykorzystujacy
hipoglikemig jako silny bodziec uwalniajacy GH. Wykonanie testu
polega na podaniu pacjentowi insuliny o krotkim czasie
dziatania (insuliny krystalicznej) w dawce koniecznej do uzyskania
glikemii < 40 mg/dl. Dawka ta wynosi 0,1 j.m./kg u 0s6b zdrowych,
0,2 j.m./kg u 0sob otytych i z zespotem Cushinga oraz 0,05 j.m./kg
w przypadku niewydolnosci nerek lub podejrzenia niedoczynno$ci
przysadki. Krew pobierana jest 15 minut przed podaniem insuliny,
a potem w odstgpach 15-minutowych do 2 godzin po podaniu
insuliny.

Wzrost wartosci GH, przekraczajacych 10 ng/ml wyklucza
rozpoznanie niedoboru tego hormonu. Warto$ci ponizej 5 ng/ml
potwierdzaja niedobor GH. Wyniki posrednie sa trudne
do interpretacji.

Mimo, Ze test hipoglikemii poinsulinowej jest najpewniejszym
sposobem wykrycia zmniejszonej sekrecji hormonu wzrostu,
wykonuje go sig rzadko i to tylko w obecnosci lekarza w osrodkach
endokrynologicznych o odpowiednim do$wiadczeniu. Moga
bowiem wystapi¢ objawy cig¢zkiej hipoglikemii ze strony
osrodkowego uktadu nerwowego. Istnieja takze przeciwwskazania
do wykonania testu jak choroby sercowo-naczyniowe, naczyniowo-
moézgowe przebiegajace z drgawkami, niedoczynnos$¢ tarczycy,
hipokortyzolemia. Nie powinno si¢ go takze wykonywac u osob
starszych.

Uwaza sig, ze niedobor lub brak GH moze by¢ rozpoznany, jesli
2 7 3 opisanych powyzej testow daja wyniki nieprawidtowe.

Obecnie u 0s6b dorostych z podejrzeniem niedoboru GH mozna
stosowa¢ taczne podanie argininy i GHRH, gdyz wyniki sa
porownywalne z tymi, ktore sa uzyskiwane w tescie hipoglikemii
poinsulinowej. Do oceny niedoboru hormonu wzrostu
wykorzystywane sa tez testy z L-DOPA, klonidyna, glukagonem
i test wysitkowy. Uwaza si¢ jednak, ze maja one mniejsza wartos¢
diagnostyczna od testow omowionych powyze;j.

Nalezy podkresli¢, ze uzyskanie w tescie stymulacyjnym
stezenia GH powyzej 10 ng/ml wyklucza brak lub niedobor GH.
Z drugiej strony u 0s6b zdrowych mozemy nie obserwowaé¢ wzrostu
stezenia GH w tescie stymulujacym.

Z kolei do oceny nadmiernego wydzielania GH wykorzystuje
sig:

- test z doustnym podaniem glukozy. Pacjentowi, bedacemu na
czczo, podaje si¢ glukozg w dawce 75-100 gramow. Krew w celu
oznaczenia GH i glukozy pobierana jest w odstgpach 30-minutowych
w ciagu 2 godzin testu. U osob zdrowych obserwuje sig¢ silne
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hamowanie wydzielania GH do stgzenia ponizej 2 ng/ml. Brak
supresji wystgpuje w akromegalii, ale takze w glodzeniu,
niewydolno$ci nerek i watroby oraz w niewyréwnanej
cukrzycy.

Hiperprolaktynemia jest czgstym zaburzeniem
endokrynologicznym. Rozrézniamy hiperprolaktynemig organiczna,
spowodowang gruczolakami przysadki i1 hiperprolaktynemig
czynno$ciowa - psychogenna czy wystepujaca w wyniku dziatania
lekow np. antagonistow receptora dopaminowego. Przy granicznych
wartosciach prolaktyny lub przy podejrzeniu utajonej
hiperprolaktynemii wykonuje sig testy dynamiczne:

- test z metoklopramidem, w ktorym blokowane sa receptory
dopaminowe. Ze wzgledu na wzrost stgzenia prolaktyny po
wystapieniu réznych czynnikow stresowych krew na jej oznaczenie
pobierana jest 10 minut przed rozpoczgciem testu i tuz przed
podaniem preparatu. Metoklopramid podaje si¢ dozylnie w ilosci
10 mg, a nastgpnie pobiera krew po 15130 minutach.

W warunkach fizjologicznych prolaktyna powinna wzrosna¢ nie
wigeej niz 10-krotnie. Zwigkszenie stgzenia prolaktyny ponad 10-
krotna warto§¢ wyjsciowa przemawia za zwigkszonym uwalnianiem
prolaktyny.

- test z TRH, wykorzystujacy fizjologiczny stymulator

wydzielania prolaktyny. TRH podaje si¢ dozylnie w ilo$ci 200 pg,
akrew pobierana jest w czasie -10, 0,301 60 minut.
W warunkach fizjologicznych prolaktyna powinna wzrosnaé nie
wigcej niz 3-krotnie. Test z TRH moze by¢ takze wykorzystywany do
oceny rezerwy wydzielniczej TSH. Stezenie hormonu
tyreotropowego powinno wzrosna¢ co najmniej 2,5 krotnie, nie
przekraczajac wartosci 18 plU/ml. Obecnie test jest wykonywany
w diagnostyce takich jednostek chorobowych jak niedoczynnos¢
tarczycy pochodzenia o$rodkowego (brak lub zmniejszony wzrost
TSH albo odpowiedz opdzniona i przedtuzona), zespoty opornosci
na hormony tarczycy (prawidtowy lub nadmierny wzrost TSH),
gruczolak przysadki moézgowej wydzielajacy TSH (brak wzrostu
TSH).

Test mozna rowniez wykorzysta¢ w diagnostyce akromegalii,
gdzie niekiedy obserwowany jest wzrost st¢zenia hormonu wzrostu
przy braku takich zmian u ludzi zdrowych.

W zaburzeniach podwzgoérzowo-przysadkowych, dotyczacych
wydzielania gonadotropin, czgsto uzyskuje si¢ st¢zenia FSH i LH
w zakresie warto$ci referencyjnych lub nieznacznie obnizone.
Wowczas bardzo pomocny jest test, stuzacy do oceny rezerwy
wydzielniczej gonadotropin:

- test z GnRH. Gonadoliberyng podaje si¢ dozylnie w ilosci 100
pg. Probki w celu oznaczenia stgzenia FSH i LH pobierane sa
w czasie 0, 30160 minut.

Wzrost stgzenia LH o 12-23 1U/1 uwaza si¢ za prawidtowy.
Stezenie FSH wzrasta wolniej i w mniejszym stopniu. Test stosuje sig
przede wszystkim w diagnostyce hipogonadyzmu
hipogonadotropowego, gdzie wzrost st¢zenia gonadotropin po
podaniu GnRH wyzszy od uznanego za prawidlowy $wiadczy
ouszkodzeniu podwzgorza, anizszy - o uszkodzeniu przysadki.

Niedoczynnos$¢ kory nadnerczy moze wynikaé z pierwotnego
uszkodzenia kory nadnerczy lub niedoboru ACTH. Oznaczanie
stezenia ACTH w osoczu nie jest wystarczajace ze wzgledu na krotki
okres pottrwania hormonu i epizodyczny charakter jego wydzielania.
Zwykle wyniki sa interpretowane tacznie z wynikami oznaczen
kortyzolu. Nalezy jednak podkresli¢ znaczne naktadanie sig
wynikéw oznaczen kortyzolu u oséb z niedoczynnoscia kory
nadnerczy z wynikami, uzyskanymi u oséb zdrowych. Stad istnieje
konieczno$¢ wykonania testow czynnos$ciowych takich jak:

-,szybki" test z ACTH (syntetycznym ACTH -
Synacthenem), ktory stuzy do bezposredniej oceny wydzielania
hormonéw przez korg¢ nadnerczy, ale posrednio ocenia tez
wydzielanie ACTH. Oceniany jest jako bardzo dobry test do
diagnozowania pierwotnej i wtornej niedoczynnosci kory nadnerczy.
250 (ng ACTH podaje si¢ dozylnie w ,,bolusie", a krew pobierana
jest w czasie 0, 30 1 60 minucie testu w celu wykonania oznaczenia
stezenia kortyzolu.

W warunkach prawidlowych stgzenie kortyzolu powinno
przekroczy¢é 20 pg/dl. Brak pozadanego wzrostu kortyzolu
potwierdza pierwotna lub wtorna niedoczynnos$é nadnerczy. Wynik
oznaczenia ACTH moze zréznicowac te dwie jednostki chorobowe.
Przy prawidlowym wyniku ,,szybkiego" testu z ACTH a duzym

podejrzeniu  wtornej niedoczynnosci kory nadnerczy mozna
wykonac¢ ,,dlugi" test z ACTH. Podaje si¢ wowczas 1 mg preparatu
depot ACTH i pobiera krew w celu oznaczenia st¢zenia kortyzolu nie
tylko w czasie 0, 30 1 60 minucie po podaniu ACTH, ale takze po 2, 4,
6, 8, 12 1 24 godzinach. We wtornej niedoczynnosci nadnerczy
stezenie kortyzolu wzrasta zwykle po 24 godzinach testu.

W celu bezposredniej oceny rezerwy wydzielania ACTH
wykonuje si¢ trzy nastgpujace testy: hipoglikemii poinsulinowej,
z metopironem i z CRH. Wykonanie tych testow nie jest przydatne,
jesliwynik ,,szybkiego" testu zACTH jest nieprawidtowy.

- test hipoglikemii poinsulinowej, opisany powyzej stuzy
nie tylko do oceny wydzielania hormonu wzrostu, ale takze do
oceny wydzielania ACTH, gdyz hipoglikemia jest bodzcem do
wydzielania zaréwno hormonu wzrostu jak i hormonu
adrenokortykotropowego. Hormonem oznaczanym jest jednak
kortyzol, a nie ACTH ze wzgledu na pulsacyjny charakter jego
wydzielania.

Wartos$ci kortyzolu, przekraczajace 20 (ng/dl wystepuja u oséb
zdrowych i $wiadcza o prawidlowej rezerwie ACTH. Nalezy
pamigtaé, ze u pacjentdéw z hipokortyzolemia moze wystapi¢ cigzka
hipoglikemia podczas wykonywania testu, dlatego wczesniej nalezy
wykonac¢ test pobudzajacy zACTH.

-test z metopironem. Metopiron jest zwiazkiem, hamujacym
aktywno$¢ 11B-hydroksylazy, enzymu katalizujacego ostatni etap
syntezy kortyzolu, czyli hydroksylacje 11-deosykortyzolu do
kortyzolu. Spadek stgzenia kortyzolu prowadzi do wzrostu
wydzielania ACTH i prekursorow kortyzolu w tym
11 -deoksykortyzolu. Obecnie preferowana procedura
wykonania tego testu to doustne podanie o pdinocy metopironu
w dawce 30 mg/dl i pobranie krwi rano w celu oznaczenia kortyzolu
i 11-deoksykortyzolu.

Stezenie kortyzolu powinno wynosi¢ ponizej 10 (pg/dl, aby
mozna bylo uzna¢ za wystarczajace zahamowanie 113-hydroksylacji.
Natomiast stgzenie 11-deosykortyzolu powinno wzrosna¢ powyzej
7 pg/dl. Poczatkowo test ten byl wykorzystywany w réznicowaniu
choroby Cushinga, spowodowanej nadmiernym wydzielaniem
ACTH od zespotu Cushinga w przebiegu guza kory nadnerczy.
W chorobie Cushinga wydzielanieACTH wzrasta po podaniu
metopironu, tak jak u os6b zdrowych, a w przypadku guza nadnerczy
nie obserwuje si¢ zmian. Obecnie ze wzgledu na mozliwo$é
oznaczania ACTH 1 wykonania testu z CRH nie jest juz
wykorzystywany w tym celu. Nie stracit jednak znaczenia przy
podejrzeniu czgSciowego niedoboru ACTH, gdzie ,,szybki" test
zACTH jest prawidlowy.

- test z CRH (kortykoliberyng), wykorzystujacy fizjologiczny
zwiazek do pobudzania wydzielania ACTH, rdznicuje drugo-
i trzeciorzgdowaniewydolno$¢ kory nadnerczy. Wykorzystywany
jest tez takze do roznicowania przyczyn hiperkortyzolemii. CRH
podaje si¢ dozylnie w dawce 1 pg/kg (u dorostych zwykle 100 ng),
a krew pobiera si¢ w celu oznaczenia kortyzolu w surowicy i ACTH
w osoczu przed podaniem preparatu oraz 15, 30,45, 60 1 90 minut po
iniekcji CRH.

Za prawidlowy uwaza si¢ wzrost ACTH do stgzenia wigkszego
niz 50% warto$ci wyjSciowej (najbardziej typowy wzrost -
przekroczenie dwu-, trzykrotne warto$ci wyjsciowych), a kortyzolu
powyzej 7,5 pg/dl. We wtdrnej drugorzedowej niewydolnosci kory
nadnerczy nie obserwuje si¢ wzrostu stezenia ACTH i kortyzolu.
Nalezy podkresli¢, ze test ten jest najmniej uzyteczny z opisanych
testow do oceny rezerwy wydzielniczej ACTH ze wzgledu na
nakladanie si¢ wartosci st¢zen hormonow u ludzi zdrowych
i z niedoczynnoscia przysadki pod wzgledem wydzielania ACTH.
Obecnie glowne wykorzystanie testu to réznicowanie zespotow
Cushinga ACTH-zaleznych - w chorobie Cushinga obserwuje si¢
wzrost ACTH 1 kortyzolu po CRH, a w ektopowym wydzielaniu
ACTH jest brak odpowiedzi.

W diagnostyce hiperkortyzolemii wazne miejsce zajmuje:

- test z mala dawka deksametazonu. Nocny test z | mg
deksametazonu jest dobrym badaniem przesiewowym. Pacjentowi
przed snem podaje si¢ | mg deksametazonu,
anastgpnie rano pobiera si¢ krew w celu oznaczenia kortyzolu.
Stezenie kortyzolu nie powinno przekraczaé 1,8 (ng/dl (do niedawna
za warto$¢ progowa uznawano 5 pg/dl). Potwierdzeniem zespotu
Cushinga po dodatnim wyniku testu jest oznaczenie wydalania
wolnego kortyzolu zmoczem.
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- test z duza dawka deksametazonu polega na oznaczeniu
stezenia kortyzolu rano, podaniu tego samego dnia p6Zno wieczorem
przed snem 8 mg deksametazonu i oznaczenie kortyzolu nastgpnego
dniarano.

U 95% pacjentéw z choroba Cushinga st¢zenie kortyzolu obniza
sig¢ ponad 50%. U chorych z guzem kory nadnerczy lub ekotopowym
wydzielanie ACTH stgzenie kortyzolu nie ulega zmianie.

Testy zmalq i z duza dawka deksametazonu moga by¢ wykonane
z wykorzystaniem oznaczenia dobowego wydalania 17-
hydroksykortykosteroidéw z moczem, a nie kortyzolu w surowicy.
W tescie z mata dawka podaje si¢ deksametazon w ilosci 0,5 mg co
6 godzin przez 2 dni, a w tescie z duza dawka - w ilosci 2 mg co 6
godzin przez 2 dni. Dobowe zbidrki moczu przeprowadza sig przed
podaniem preparatu i w ciagu drugiej doby testu. Wykorzystuje si¢je
do oznaczania dobowego wydalania 17-hydroksykortykosteroidow.

Mimo Ze testy czynnos$ciowe czgsto sg niezbgdne w diagnostyce
endokrynopatii musimy pamigta¢, ze ich interpretacja moze by¢
niewtasciwa w niektorych zaburzeniach takich jak otyto$¢, cukrzyca,
mocznica, jadtowstrgt psychiczny czy depresja. Przyktadowo
w cigzkiej otylosci zmniejszone jest uwalnianie hormonu wzrostu
w odpowiedzi na bodzce stymulacyjne a w cukrzycy typu | stgzenie
hormonu wzrostu wzrasta po podaniu glukozy. Roéwniez niektore
leki, jak sterydy, estrogeny, fenytoina i wiele innych, maja wplyw na
0§ podwzgoérzowo-przysadkowa i tym samym zmieniaja wyniki
testow czynnosciowych.

Pismiennictwo dostepne u autora.
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Wstep

Hormony biatkowe sa jednymi z najczeSciej oznaczanych
metodami immunochemicznymi markeréw diagnostycznych. Na
wynik pomiaru wptywa wiele czynnikow, niektore sa nierozerwalnie
zwiazane z uzyta metoda i wynikaja z jej technicznych ograniczen,
uzytych przeciwciat, analogdw, sposobu wprowadzania znacznikow
iich detekcji, problemow ze standaryzacja wieloetapowych reakcji ;
przy interpteracji wynikoéw nalezy zwrdci¢ baczna uwage na dobor
grupy referencyjnej. Rzadko jednak zdajemy sobie sprawe
z tego, ze istotne roznice w wynikach oznaczen ilosciowych
w zalezno$ci od zastosowania konkretnego testu
immunochemicznego moga by¢ spowodowane heterogennoscia
hormonéw lub innych biatek, ktorych stgzenia oznaczamy. Moze to
prowadzi¢ do niezgodnosci pomigdzy uzyskanym wynikiem
a stanem klinicznym pacjenta i skutkowaé¢ nieprawidlowym
wyborem metody leczenia.

W niniejszej publikacji chcielibySmy przyblizy¢ zagadnienie
wplywu na wynik oznaczenia stgzenia hormonow biatkowych ich
modyfikacji potranslacyjnych (PTM - ang. posttranslational
modifications), czyli zmian w strukturze chemicznej hormonow
nastgpujacych po zsyntetyzowaniu gléwnego tancucha
polipeptydowego biatka (1). PTM prowadza do powstawania
réznych izoform tego samego hormonu biatkowego (izoform
wysokoczasteczkowych, niskoczasteczkowych oraz izoform

o cigzarze podobnym do podstawowej izoformy monomerycznej
hormonu biatkowego ale o zmodyfikowanym sktadzie
chemicznym), ktore najczgsciej sa utozsamiane z heterogenno$cia
biatka (Rys.1). Nalezy jednak pamigtac, ze izoformy tego samego
hormonu biatkowego moga powstawac rowniez w wyniku udzialu

w jego syntezie wigcej niz jednego genu kodujacego. Poza tym
niektére geny w czasie obrobki mRNA podlegaja procesowi
pomijania egzonu (ang. exon skipping), ktory prowadzi do
powstawania krotszych izoform danego biatka (1).

PTM zwykle wptywaja na bioaktywnos¢ hormonow biatkowych,
przede wszystkim zmieniajac ich trwalos¢ w uktadzie krazenia,
transport oraz powinowactwo do odpowiednich receptoréw, co
w konsekwencji wptywa na bezposredni efekt biologiczny, ktory te

hormony wywieraja na tkanki docelowe. Bez szczegotowej wiedzy
dotyczacej mozliwych modyfikacji potranslacyjnych i innych
mechanizméw wplywajacych na wielo$¢ form hormonow
biatkowych we krwi obwodowej pacjentow, moze by¢ trudno
prawidlowo interpretowac wynik pomiaru st¢zenia tych hormonow.

Wplyw wysokoczasteczkowych izoform hormonéw biatkowych
na wyniki oznaczen immunochemicznych

Materiatem do immunochemicznych oznaczen hormonalnych sa
przede wszystkim ptyny takie jak krew, mocz, §lina, ptyn mézgowo
rdzeniowy i ptyny wysigkowe. Zdecydowana wigkszo$¢ oznaczen
wykonywana jest z surowicy lub osocza krwi obwodowej, w ktorych
wystepuja zwiazki swoiscie lub w sposob nieswoisty wiazace sig
z hormonami bialkowymi. Niektore hormony maja roéwniez
naturalng tendencje do agregacji tworzac dimery, oligomery
i multimery. Powstale izoformy wysokoczasteczkowe
w réoznym stopniu sa rozpoznawalne przez przeciwciala uzyte
w teScie immunochemicznym, co w konsekwencji prowadzi do
uzyskania réznych wynikow dla tej samej probki pacjenta
w zaleznosci od rodzaju uzytego testu. Czgsto nie zdajemy sobie
sprawy, ze udziat izoform wysokoczasteczkowych w catkowitej puli
izoform danego hormonu moze by¢ dominujacy i one same moga
stanowi¢ uzyteczne markery diagnostyczne.

Dobrym przyktadem ilustrujacym znaczenie kliniczne
wystgpowania form wysokoczasteczkowych jest prolaktyna (PRL).
Ten niewielki hormon biatkowy wystepuje we krwi obwodowej
glownie w postaci monomerycznej izoformy podstawowej o cigzarze
czasteczkowym okoto 22 kDa (2). U czegsci pacjentow
z hiperprolaktynemia idiopatyczna nagromadzeniu ulegaja izoformy
prolaktyny wysokoczasteczkowej tzw. makroprolaktyny o cigzarze
powyzej 150 kDa (3). W sktad makroprolaktyny poza prolaktyna
monomeryczna wchodza krazace we krwi przeciwciala
przeciwprolaktynowe klasy IgG lub IgM, glikozylowana izoforma
prolaktyny oraz prawdopodobnie réwniez rozpuszczalny fragment
receptora dla prolaktyny. Dla surowic zawierajacych
makroprolaktyne wyniki pomiaru stezen prolaktyny w tej samej
probce pacjenta moga roznic si¢ nawet S-krotnie ze wzgledu na to, ze
testy jednych producentdow rozpoznaja czasteczke makroprolaktyny
bardzo dobrze, a innych bardzo stabo. Problem w rozpoznawalnosci
wysokoczasteczkowych izoform prolaktyny jest istotny
z klinicznego punktu widzenia, poniewaz pacjenci
z makroprolaktynemia wymagaja innego postgpowania
terapeutycznego. Udzial wysokoczasteczkowych izoform
prolaktyny w catkowitej puli prolaktyny mozna oszacowa¢ poprzez
wytracenie frakcji wysokoczasteczkowych biatek glikolem
polietylenowym, odwirowanie probki i ponowny pomiar st¢zenia
prolaktyny w supernatancie (4).

Zjawisko tworzenia si¢ izoform wysokoczasteczkowych nie
ogranicza si¢ do prolaktyny, wystgpuje rowniez dla innych
hormonéw biatkowych np. gonadotropin (LH i FSH) czy insuliny.

W przypadku adiponektyny okazalo sig, ze stosunek stgzen
wysokoczasteczkowych izoform adiponektyny do adiponektyny
catkowitej jest lepszym wskaznikiem patogenezy zespotu
metabolicznego, oporno$ci na insuling i niektérych choréb
naczyniowych niz pomiar stgzenia adiponektyny catkowitej (5).
W surowicy adiponektyna wystgpuje w formie trimeru, heksametru
oraz wysokoczasteczkowego multimetru. Poczatkowo oznaczano
tylko stgzenie adiponektyny catkowitej, pozniej zaczgto oznaczac
stezenie izoform wysokoczasteczkowych po wstepnej degradacji
izoform monomerycznych oraz oligomerycznych proteaza (6).
Ostatnio doceniajac warto$¢ diagnostyczna wysokoczasteczkowych
izoform adiponektyny opracowano test immunochemiczny do ich
selektywnego oznaczania, w ktorym wykorzystuje si¢ przeciwciata
rozpoznajace epitopy konformacyjne IV rzgdowej struktury
adiponektyny (7).

PTM prowadzace do powstania izoform wysokoczasteczkowych
sa szczegllnie czgste w sytuacjach, gdy w krwiobiegu wystgpuje
wysokie stgzenie przeciwcial np. w chorobach
autoimmunologicznych, w stanach zapalnych, terapii
przeciwciatami, u pacjentow po dlugotrwalym kontakcie

z alergenami roslinnymi i zwierzgcymi. Powstate
wysokoczasteczkowe izoformy immunokompleksu hormon
biatkowy - przeciwcialo moga w istotny sposob zmieni¢ wynik
oznaczenia stgzenia niezwigzanego hormonu. Przyktadowo
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obecno$¢ przeciwciat przeciw tyreoglobulinie (TgAb) w chorobach
autoimmunologicznych tarczycy powoduje zanizenie wyniku
oznaczenia st¢zenia tyreoglobuliny w surowicy. Szczegdlnie podatne
na TgAb sa testy bazujace na metodach immunometrycznych,
dlatego niektore laboratoria nadal uzywaja technik
radioimmunologicznych do oznaczen tyreoglobuliny (8).

Hormony biatkowe czgsto powstaja z wigkszych czasteczek
prekursoréw i prohormondw, ktérych stgzenia w krwi obwodowej
moga znacznie przekraczaé st¢zenie samego hormonu. Prekursory
i prohormony moga by¢ rozpoznawane przez przeciwciala w tescie

immunochemicznym, ktorym mierzymy stgzenie wlasciwego
hormonu i zawyza¢ wynik oznaczenia. Przyktadem jest hormon
adenokortykotropowy (ACTH), ktory powstaje z duzego biatka
proopiomelanokortyny (POMC). Pod wplywem dzialania enzymu
prohormonalnej konwertazy 1 POMC poprzez pro-ACTH jest
degradowany do biologicznie czynnej 39-aminokwasowej
czasteczki wilasciwego hormonu (9). Stezenie pro-ACTH
w prawidlowej surowicy ludzkiej jest 5-krotnie wyzsze,
a u pacjentow z ektopowym wydzielaniem ACTH nawet 10-krotnie
wyzsze niz samego ACTH. Dlatego nawet niewielka reakcja
krzyzowa ACTH z POMC lub pro-ACTH moze wpltyna¢ na wynik
oznaczenia ACTH. Istotnym zadaniem dla diagnosty jest wigc
doktadne przeczytanie informacji z ulotki producenta testu
dotyczacej swoisto$ci uzytych w tescie przeciwcial i zdawanie sobie
sprawy z wptywu reakcji krzyzowych na koncowy wynik st¢zenia
hormonu.
Sam prekursor lub prohormon moze tez by¢ uzytecznym markerem
diagnostycznym. Pomiar stgzenia proinsuliny obok insuliny
i C-peptydu jest pomocniczym oznaczeniem m.in. w nowotworach
trzustki (10).

Wplyw niskoczasteczkowych izoform hormonéw bialtkowych
na wyniki oznaczen immunochemicznych

Izoformy niskoczasteczkowe powstaja przede wszystkim na
skutek dziatania enzymoéw degradujacych hormony biatkowe
(proteazy, konwertazy prohormonalne) obecnych w ptynach
obwodowych, tkankach i komdrkach, znacznie rzadziej sa efektem
dziatania genu odpowiedzialnego za syntezg¢ niepelnej sekwencji
hormonu pozbawionego cz¢sci tancucha polipeptydowego.
Izoformy niskoczasteczkowe, najcze¢sciej o obnizonej aktywnoS$ci
biologicznej zmniejszaja pulg aktywnych hormonéw natywnych,
dlatego wskazane jest hamowanie aktywno$ci enzymow
powodujacych ich degradacje poprzez dodanie do probek pacjentow
odpowiednich inhibitorow, skrocenie do minimum czasu obrébki
probki oraz obnizenie temperatury jej przechowywania. Szczeg6lnie
wazne jest hamowanie procesu degradacji w przypadkach tzw.
hormonéw labilnych majacych w swojej sekwencji aminokwasowej
szereg miejsc podatnych na dzialanie enzymow proteolitycznych.
Jakkolwiek wigkszo$¢ biatek krwi jest stabilna trzeba pamigtad, ze
procesu degradacji enzymatycznej nie da si¢ uniknaé¢ ze wzgledu na
obecno$¢ we krwi enzymow proteolitycznych, ktore biora udziat
w naturalnym mechanizmie metabolizowania hormonéw i usuwania
ich z obiegu. Proces ten mozna jedynie zahamowac poczynajac od
etapu pobrania probki od pacjenta. Niektore niskoczasteczkowe
fragmenty hormonow biatkowych niezaleznie od ich aktywnosci
biologicznej moga mie¢ znaczenie diagnostyczne.

Dobrym przyktadem opisujacym ztozono$¢ sktadu izoform
hormonéw biatkowych jest parathormon (PTH). 84-aminokwasowy,
bioaktywny parathormon (1-84 PTH), ktéry aktywuje cyklazg
adenylowa (CAP - ang. cyclase activating parathormone)
syntetyzowany jest w przytarczycach z wigkszej czasteczki pro-
PTH. Obok izoformy 1-84 PTH, ktora stanowi 10-20% krazacych we
krwi czasteczek PTH w obiegu wystegpuje izoforma 7-84 PTH
inaktywujaca cyklaze adenylowa (CIP - ang. cyclase inactivating
parathormone). 1zoforma 7-84 PTH dziatajaca antagonistycznie do
1-84 PTH ma duze znaczenie diagnostyczne, szczegdlnie
w nefrologii (migdzy innymi nagromadza si¢ w schylkowej
niewydolnosci nerek) (11). We krwi obwodowej wystegpuja rowniez
srodkowe (35-64 144-68) oraz C-terminalne (35-84) fragmenty PTH,
ktore takze moga mie¢ potencjalne znaczenie diagnostyczne (12). W
niektoérych nowotworach (np. ptuca, nerki, jajnika) nagromadza si¢
réwniez biatko podobne do parathormonu (PTHrP- ang. parathyroid
hormone-related protein) - zwiazek o duzej homologii do PTH, ale
za ktorego syntez¢ odpowiedzialny jest inny gen niz dla PTH (13).

Dodatkowo PTHrP na skutek mutacji wystgpuje w co najmniej
3 izoformach. Parathormon jest hormonem labilnym, podatnym na
dziatanie proteolizy, ktdrego oznaczenie powinno by¢é wykonywane
w laboratorium w pierwszej kolejnosci. Z naszych dos$wiadczen
wynika, ze 3 godzinne przechowywanie surowicy nad skrzepem
obniza wynik stgzenia PTH o ponad 10 %. Niektore fragmenty
powstate w wyniku proteolitycznego rozpadu PTH moga reagowaé
z przeciwcialami w te$cie immunochemicznym. Tak niezwykle
ztozona sytuacja odzwierciedla trudnosci, ktore musimy pokonac,
aby wiarygodnie oznaczy¢ stezenie parathormonu. Wiarygodnosé
tych oznaczen zalezy przede wszystkim od swoistosci przeciwciat
w stosunku do wystgpujacych izoform PTH i PTHrP oraz ich
procentowego udzialu w probce, co w pewnym stopniu zwigzane jest
zrodzajem schorzenia pacjenta (12,13).

Whplyw izoform o ci¢zarze czasteczkowym podobnym do
podstawowej izoformy hormonu monomerycznego na wyniki
oznaczen immunochemicznych.

Izoformy tego samego hormonu bialkowego o cigzarze
czasteczkowym podobnym do podstawowej izoformy hormonu
monomerycznego powstaja na skutek dziatania szeregu enzymow
(np. transferaz i hydrolaz) odpowiedzialnych za dotaczenie lub
usunigcie z czasteczki hormonu niewielkich grup funkcyjnych takich
jak reszty fosforanowe, siarczanowe, amidowe, hydroksylowe lub
cukrowe. Grupy te w sposob zasadniczy moga modyfikowac¢ funkcje
biologiczna hormonu. Izoformy o cigzarze podobnym do
podstawowej izoformy hormonu biatkowego wydaja si¢ miec
mniejszy wplyw na zmiang wyniku st¢zenia ze wzgledu na to, ze
wprowadzone grupy funkcyjne w niewielkim stopniu zmieniaja
powinowactwo przeciwcial uzytych w tescie immunochemicznym.
Wyjatek stanowia reszty cukrowe (izoformy glikozylowane), ktore
w zaleznoéci od budowy hormonu (ilo$¢ potencjalnych miejsc
glikozylacji) oraz mozliwosci enzymatycznych komorek i tkanek
znacznie przewyzszaja cigzarem czasteczkowym gltéwna izoforme
nieglikozylowana. Dotaczone cukry moga maskowac epitopy
rozpoznane przez przeciwciala i ograniczaé rozpoznawalnosé
izoformy glikozylowanej w tescie immunochemicznym.

Niektore grupy funkcyjne maja zasadniczy wptyw na mechanizm
dziatania hormondéw biatkowych. Na przyktad mikroheteregennosci
w glikozylacji gonadotropin sa odpowiedzialne za ich dziatanie
biologiczne i nawet niewielkie modyfikacje kwasu sjalowego

w czasteczce gonadotropiny kosmowkowej wplywaja na zmiang
transdukcji sygnatu (14). Z tego powodu izoformy z dotaczona mata
grupa funkcyjna moga by¢ uzytecznymi markerami
diagnostycznymi. Dobrym przyktadem sa ostatnio opracowane testy
immunochemiczne swoiste dla aktywnej biologicznie izoformy
greliny acetylowanej grupa oktanylowa (AG), ktére nie reaguja

z izoforma nieacetylowana (DG). Nalezy mie¢ jednak na uwadze
fakt matej trwato$ci izoformy AC w surowicy, ktéra tatwo
hydrolizuje do izoformy DG (15,16).

Podsumowanie
Podstawg konstrukcji testow immunochemicznych, niezaleznie
od rodzaju testu immunochemicznego (testy kompetycyjne lub
kanapkowe) oraz uzytej technologii znakowania
i pomiaru analitu jest utworzenie kompleksu immunologicznego
pomiedzy hormonem a swoistym monoklonalnym Ilub
poliklonalnym przeciwcialem. Przeciwciala te sa najczesciej
otrzymywane poprzez wielokrotng immunizacj¢ zwierzat glowna
izoforma hormonu monomerycznego lub jego fragmentem
peptydowym zwiazanym kowalencyjnie z duzym
nieimmunogennym biatkiem. W konsekwencji powstale
przeciwciala swoiscie rozpoznaja glowna izoforme¢ hormonu
monomerycznego lub okre§lone jej epitopy odpowiadajace wybranej
sekwencji peptydu uzytego do immunizacji. Z jakim
powinowactwem i czy w ogole przeciwcialo bedzie si¢ wiazaé
z innymi powstalymi na skutek modyfikacji potranslacyjnych
izoformami hormonu zalezne jest od ich budowy oraz dostgpnosci
konkretnego epitopu. Biorac pod uwagg, ze w ptynach obwodowych
wystepuje mieszanina izoform hormondéw biatkowych koncowy
wynik stezenia, ktory uzyskujemy w teScie immunochemicznym
moze by¢ inny dla producentéw uzywajacych przeciwciat o roznej
specyficznoscei.
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Rys. 1 Udzial modyfikacji potranslacyjnych (PTM) w tworzeniu izoform hormonow
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Hormonami drobnoczasteczkowymi bedziemy okre$la¢ hormony
nie bedace biatkami ani peptydami, o niskiej masie czasteczkowe;j.
Biezace opracowanie dotyczy¢ bedzie glownie hormondw tarczycy

i hormonéw sterydowych, ktore wystepuja we krwi w postaci
zwiazanej z réznorodnymi biatkami i w znacznie mniejszych
ilo§ciach w formie niezwigzanej (wolnej); podobne zasady dotycza
wielu innych hormondw niebiatkowych oraz lekow.

Frakcja zwiazana, wolna i biodostepna
hormonéw drobnoczasteczkowych

W wiazaniu i transporcie hormonoéw drobnoczasteczkowych we
krwi biora udziat r6zne biatka o wysokim lub niskim powinowactwie
do wiazanych hormondéw, czego skutkiem jest rozna latwosé
rozdysocjowywania takich komplekséw. Hormony wolne, a takze
zwiazane przez biatka o niskim do nich powinowactwie tatwo
dyfunduja z naczyn wlosowatych do komoérek tkanki docelowej,
gdzie tacza si¢ z receptorami obecnymi w cytoplazmie
i zapoczatkowuja reakcje biochemiczne (8). Na okreslenie tej frakcji
uzywa si¢ pojecia frakcja biodostepna, czyli podlegajaca
wychwytowi w tkankach lub frakcja bioaktywna, czyli wywotujaca
efekt biologiczny na poziomie komoérkowym. Trzeba przy tym
pamigtaé, ze efekt biologiczny hormonu zalezy nie tylko od st¢zenia
formy biodostgpnej, lecz takze od ilosci 1 potencjalnej aktywnosci
receptoréw dla danego hormonu.

Uwaza sig, ze biodostgpna frakcja hormonow wywotuje efekt
fizjologiczny, pelni rolg w systemie zwrotnej regulacji produkcji
i wydzielania hormonoéw oraz podlega metabolizmowi. Stgzenie
frakcji wolnej lub biodostgpnej lepiej niz stgzenie catkowitej puli
hormonéw koreluje ze stanami klinicznymi niedoboru Iub nadmiaru
hormondw (3,20). Nalezy takze zwroci¢ uwagg, ze okreslenie ,,wolne
hormony” stosuje si¢ w dwu znaczeniach: jako okreslenie frakcji
wolnej, czyli niezwiazanej z biatkami oraz dla odréznienia od form
skoniugowanych np. z kw. glukuronowym lub siarkowym i w tym
znaczeniu stosowane jest w takich okresleniach jak wolny kortyzol
w moczu, wolny estriol w surowicy lub wolne katecholaminy.

Bialka wigzace i transportowe
dla hormonoéw drobnoczasteczkowych

Hormony drobnoczasteczkowe wiazane sa przez biatka
specyficzne, o duzym powinowactwie do poszczegdlnych
hormonéw oraz biatka mniej specyficzne jak np. albumina,
stanowiaca ponad potowg biatek surowicy krwi. W tabeli 1 podano
stezenia glownych bialek wiazacych i ich udzial w wiazaniu
osoczowej puli wybranych hormondw.

W wielu sytuacjach fizjologicznych u réznych osob udziat puli
biodostepnej hormondéw moze waha¢ si¢ w szerokich granicach
z powodu zmiennej ilo$ci biatek oraz w wyniku dziatania czynnikow
wplywajacych na ich wiazanie z biatkami. Do takich czynnikow
naleza niektore leki, wolne kwasy tluszczowe, oddziatywania
z innymi biatkami, zmienny poziom glikozylacji biatek wiazacych
lub wystgpowanie ich wariantdow genetycznych oraz
wspolzawodniczenie z innymi hormonami lub czasteczkami
o podobnych wtasnosciach chemicznych (3,20).

Dotychczas uwazano, ze frakcja hormondéw zwiazana we krwi
z biatkami o wysokim powinowactwie nie podlega przemieszczaniu
do cytoplazmy i jest dla receptorow niedostepna. Jednakze w swietle
najnowszych badan sytuacja wydaje si¢ by¢ bardziej zlozona,
wykazano bowiem, ze megalina (wielkoczasteczkowa forma
receptora LDL) bierze udzial w endocytozie SHBG (globuliny
wiazacej hormony plciowe) wraz z przenoszonymi przez nig
steroidami a hormony uwolnione w cytoplazmie lacza si¢ tam
z receptorami (1,22); podobny mechanizm moze dotyczy¢
hormonéw tarczycy zwiazanych z apolipoproteinami.

Funkcje biatek wiazacych to przede wszystkim przenoszenie

hydrofobowych, nierozpuszczalnych w wodzie czasteczek
steroidow, utrzymywanie rezerwowej, buforujacej puli hormonu we
krwi oraz zapewnianie rOwnomiernego wysycenia tkanki docelowej
hormonem dzigki stopniowemu jego uwalnianiu podczas przeptywu
krwi w naczyniach wlosowatych przez tkankg. Zwiazanie przez
biatka zabezpiecza przed szybkim metabolizmem hormonoéw, co
w przypadku hormondw tarczycy chroni organizm przed nadmierng
utrata jodu ,,zgromadzonego” w krazacych hormonach. Podawany
w podrecznikach czas pottrwania hormonu dotyczy zwykle
catkowitej puli hormonu (wszystkich jego frakcji), lecz frakcja
wolna podlega znacznie szybszemu metabolizmowi. Szacuje sig, ze
dla wigkszosci wolnych hormondéw drobnoczasteczkowych czas
pottrwania wolnej frakcji jest krotszy niz 10 min (8), patrz tabela 1.
W przypadku miejscowej reakcji zapalnej elastaza uwalniana przez
obecne w miejscu zapalenia neutrofile trawi biatka transportujace,
co prowadzi do uwalniania przenoszonych hormonéw (tyroksyny
i kortyzolu) i lokalnego zwigkszenia stgzenia ich form
biodostgpnych.

Inne frakcje transportowe
hormonéw drobnoczasteczkowych

Hormony sa dostarczane do tkanek przez petna krew, a nie tylko
przez osocze. Ta oczywista informacja znaczaco zmienia obraz
biodostgpnosci niektorych hormondéw drobnoczasteczkowych,
poniewaz musimy wzia¢ pod uwage rolg wszystkich sktadnikow
krwi w ich przenoszeniu. Dotyczy to nie tylko wszelkich biatek
0 odpowiednim powinowactwie, czastek lipoproteinowych, ale takze
komorek krwi. Rola komoérek krwi (gh. erytrocytow, ktore dominuja
ilo$ciowo) jest prawdopodobnie istotna w przenoszeniu hormondéw
sterydowych in vivo. Uwaza sig, ze powierzchnia bton komorkowych
wiaze znaczne iloéci steroidow obecnych we krwi (10). Jest to frakcja
czgsciowo ,,niewidoczna” w badaniach analitycznych, poniewaz
pozostaje w skrzepie badz osadzie krwinek podczas uzyskiwania
surowicy lub osocza. Wiazanie steroidow na powierzchni krwinek
ma charakter wigzania o niskim powinowactwie, wigc frakcja ta
tatwo uwalnia si¢ w tkankach. Podawana w pi$miennictwie i w tabeli
1 biodostgpnos¢ dotyczy wige tylko frakcji zawartej
W surowicy/osoczu, natomiast in vivo w odniesieniu do pelnej krwi
sytuacja moze si¢ roznic.

Pomiar stezenia frakceji wolnej
hormonéw drobnoczasteczkowych

Juz od prawie 30 lat parametrem najlepiej charakteryzujacym
status tarczycowy pacjenta jest pomiar stezenia frakcji wolnej
hormonéw tarczycy. Coraz czgSciej potrzeba oznaczania stgzenia
wolnej frakcji formutowana jest takze w stosunku do niektorych
hormonéw plciowych jak testosteron czy estradiol, poniewaz wyniki
uzyskane dostgpnymi w rutynowej diagnostyce metodami pomiaru
frakcji catkowitej czgsto nie sa zadowalajace dla klinicystow (5,17).
Woezesniej dla oszacowania frakcji wolnej wykorzystywano rézne
metody wskaznikowe jak np. wskaznik wiazania hormonow tarczycy
(THBR - thyroid hormone binding ratio) lub metod¢ wychwytu
(uptake test), ktore jednak nie sprawdzaly si¢ dobrze przy
wystepujacych anomaliach w stezeniach biatek wiazacych lub przy
cigzkich schorzeniach pozatarczycowych. Znacznie trudniejsze do
stosowania byto wyliczanie wskaznikow wolnych hormonow (free
hormone index), poniewaz wymagato pomiaru st¢zenia glownego
biatka wiazacego, a wyznaczone wartosci referencyjne odnosity si¢
do ograniczonych grup pacjentow i1 warunkoéw fizjologicznych
(9,20,21).

Metoda referencyjna dla pomiaru frakcji wolnej jest metoda
dializy rdwnowagowej (uzywana jest takze metoda ultrafiltrowania
rownowagowego) w wariantach: metoda bezposrednia lub ze
znacznikiem radioaktywnym. Metody te opieraja si¢ na fizycznym
oddzieleniu frakcji zwiazanej z biatkami od frakcji wolnej dzigki
zastosowaniu blony dializacyjnej lub filtrow molekularnych

z porami o wielko$ci przepuszczajacej wylacznie zwiazki
drobnoczasteczkowe. Techniki te sa dos¢ skomplikowane
i pracochtonne, wymagaja m.in. precyzyjnej kontroli temperatury
(37°C), poniewaz wigzanie zwigzkow drobnoczasteczkowych
z biatkiem silnie zalezy od temperatury. Mimo, ze sg to metody
referencyjne uzyskuje si¢ r6zne wyniki w zalezno$ci od wariantu
metodycznego, sktadu biatkowego surowicy lub uzytego znacznika
radioaktywnego (14).
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Od lat rozwijane sa metody immunochemiczne umozliwiajace
pomiar frakcji wolnej; stosuje si¢ trzy metody konstrukcji testu
immunochemicznego (7,20):

1. metoda ze znakowanym analogiem: probkaianalog dodawane
sa jednoczes$nie do przeciwciata immobilizowanego na fazie stalej,
gdzie hormon i analog wspotzawodnicza o ograniczona liczbg miejsc
wiazacych; w tej i kolejnej metodzie stosowany analog nie powinien
mie¢ powinowactwa do zadnego z biatek obecnych w probcee,
najczesciej uzyskuje sig to przez skoniugowanie analogu z duzymi
biatkami (lub wielocukrami) stanowiacymi zawadg przestrzenna dla
biatek wiazacych;

2. metoda ze znakowanym przeciwciatem: hormon identyczny
lub podobny do mierzonego (np. T3 dla pomiaréw fT4, T2 dla
pomiaréw fT3) zostaje immobilizowany na fazie statej, dodawana
jest probka oraz znakowane przeciwciato przeciwko wolnej frakcji
hormonu; podczas inkubacji wolne hormony obecne w srodowisku
reakcji konkuruja o miejsce wiazania do znakowanego przeciwciata
z czasteczkami hormonu zwiazanymi z faza stata; w metodzie tej
mierzymy ilo§¢ znakowanego przeciwciata zwiazanego do fazy
statej;

3. metoda dwustopniowa: pierwszy etap to inkubacja probki
z przeciwcialem immobilizowanym na fazie stalej, po usunigciu
probki i przeptukaniu fazy statej niezajgte miejsca zostaja wysycone
znakowanym analogiem; analog musi mie¢ mniejsze powinowactwo
do przeciwciata niz hormon, co zapobiega wyparciu hormonu
zmiejsc wigzacych.

Wskazane jest, aby przeciwciata uzyte do konstrukcji testu miaty
powinowactwo do hormonu nie wigksze niz bialka wiazace, by
zminimalizowa¢ konkurencj¢ o frakcje zwiazana hormonu.
Inkubacja probki z przeciwciatem musi zachodzi¢ w 37°C (19).

Na przestrzeni ostatnich lat w odpowiedzi na zastrzezenia
odnosnie zbyt duzej zaleznosci wyniku oznaczenia od
indywidualnego sktadu biatkowego probki metody sa stale
modyfikowane (4,12,14). Metody immunochemiczne musza
uwzgledniac fakt, ze w srodowisku oznaczenia sktadniki mieszaniny
reakcyjnej (dodane przeciwciata i ew. albumina) konkuruja ze
sktadnikami surowicy/osocza w wiazaniu hormonoéw obecnych

w mieszaninie. Tworzy si¢ wigc nowa rownowaga migdzy frakcja
wolna i zwiazana. Znajomos$¢ stalych powinowactwa pomigdzy
wszystkimi sktadnikami reakcji pozwala matematycznie
skorygowac zachodzace zmiany i uwzgledni¢ je w obliczeniach
koncowego wyniku. Jednak korekta taka jest prawdziwa dla probek
nie odbiegajacych sktadem od przecigtnej w populacji (18). Wyniki
uzyskane dla probek znaczaco rézniacych sig sktadem biatkowym
lub o granicznych stgzeniach hormonéw trudno wiarygodnie
skorygowac bez szczegdtowej wiedzy o stezeniu i wilasnosciach
biatek wiazacych obecnych u danego pacjenta. Zmienne, ktore moga
wplynaé na wyniki to:

- znaczaco odmienny sktad biatkowy probki (np.
dysalbuminemia, bardzo niska lub wysoka ekspresja TBG globuliny
wiazacej tyroksyng),

- znacznie zmienione powinowactwo biatek wiazacych np.
uwarunkowane genetycznie; znane sa liczne takie przypadki dla
TBG i transtyretyny, ktore nie powoduja patologii i wystepuja
rowniez u osob zdrowych,

- charakterystyczna dla konkretnej surowicy pojemnos¢ bialek
wiazacych dla hormonu (tzn. ilo§¢ niezajgtych miejsc wiazacych)
im ta pojemno$¢ wigksza tym wigkszy jest spadek stezenia w wyniku
rozcienczenia probki w trakcie oznaczenia.

Alternatywa do réznych metod bezposredniego pomiaru frakcji
wolnej sa metody matematyczne, opierajace si¢ na prawie dziatania
mas 1 wykorzystujace wyznaczone warto$ci stalych wiazania
hormonéw do biatek wiazacych oraz zmierzone catkowite st¢zenie
hormonu, gtéwnych biatek wiazacych i albuminy. Dla testosteronu
najlatwiejszy do uzycia jest kalkulator Vermeulena (21)
uwzgledniajacy oddzialywania ligand-dwa biatka wiazace, dostgpny
pod adresem internetowym http://www.issam.ch/freetesto.htm.
Uzyskane wyniki wykazuja dobra zgodnos$¢ z referencyjna metoda
dializy rownowagowej, z wyjatkiem wynikow dla kobiet cigzarnych.
Znacznie bardziej zlozony model dla wybranych androgenow,
estrogenow i kortyzolu opracowal Mazer (11). Model uwzglgdnia
fakt wspolzawodniczenia réznych steroidow o miejsca wigzania na
biatkach surowicy (SHBG, CBG-globulinie wiazacej kortyzol
i albuminie) i wymaga znajomosci stgzen wszystkich

uwzglednionych w nim hormonoéw 1 biatek. Publikacji towarzyszy
arkusz w programie Exel, do pobrania pod adresem
doi:10.1016/j.steroids.2009.01.008. Konkurencja pomigdzy
testosteronem i estrogenami o miejsca wiazace na SHBG wyjasnia
nieprzydatno$¢ modelu Vermeulena dla kobiet cigzarnych. Metoda
Mazera moze mie¢ tez wigksza przydatno$¢ w sytuacjach
suplementacji hormonalnej, leczenia hydrokortyzonem itp. Niestety
nie istnieja jeszcze modele uwzgledniajace wpltyw innych
czynnikow drobnoczasteczkowych konkurujacych o miejsca
wiazania z biatkami, jak kwasy thuszczowe lub leki.

Opracowano réwniez wzory empiryczne np. dla testosteronu
(9,13,16) lub kortyzolu (2), ktéore wymagaja pomiaru st¢zenia
catkowitych hormonéw i gltéwnego bialka wiazacego, oraz
wykorzystuja wyznaczone dos$wiadczalnie wspoétczynniki
odzwierciedlajace wspolzaleznosci tych czynnikow. Zastosowanie
takich wzorow jest jednak ograniczone do grupy pacjentoéw, dla
jakich je wyznaczono i nie nadaja si¢ one do wykorzystywania
w roznorodnych sytuacjach klinicznych.

Mozliwosci pomiaru stezenia frakcji biodostepnej
hormonoéw drobnoczasteczkowych

Omoéwione powyzej metody matematyczne umozliwiaja
obliczenie nie tylko wielkosci frakcji wolnej, lecz rowniez wielkosci
i udziatu frakcji biodostgpnej w surowicy, liczonej jako suma frakcji
wolnej i zwigzanej z albumina.

Z drugiej strony bioaktywno$¢ hormonu zawartego

w surowicy lub osoczu mozna ocenia¢ przy uzyciu testéw

biologicznych. Obecnie aktywno$¢ hormonu in vitro bada si¢
najczesciej podczas inkubacji komodrek o wysokiej ekspresji
receptorow dla badanego hormonu (nowotworowych lub
rekombinowanych) z surowica pacjenta i mierzy parametr
charakteryzujacy reakcj¢ komorek na hormon stymulujacy jak np.
stgzenie cAMP, intensywnos¢ proliferacjiitp. (15).

Dla hormondéw sterydowych interesujaca i obiecujaca metoda
oceny wielkosci frakcji biodostgpnej moze by¢ oznaczanie w §linie.

Oznaczanie hormonoéw sterydowych w §linie

Slina jest naturalnym produktem ultrafiltracji osocza a transport
nieskoniugowanych steroidow do §liny zachodzi na zasadzie biernej
dyfuzji wedtug prawa dzialania mas, praktycznie niezaleznie od
szybkosci wytwarzania $liny. Mozna przypuszczaé¢ ze ten sam
mechanizm ma miejsce w tkance i dotyczy frakcji, ktora okreslamy
jako biodostepna. W przypadku hormonow sterydowych uwaza sig,
ze aktywnos¢ biologiczna wykazuje frakcja wolna steroidow oraz
znaczna c¢z¢$¢ puli niespecyficznie zwiazanej
z biatkami. Nalezy jednak zwro6ci¢ uwage, ze procesy zachodzace

w $liniankach dotycza rownowagi migdzy pelna krwia a tkanka
docelowa, wigc uwzgledniaja rowniez udziat erytrocytow
w przenoszeniu i uwalnianiu hormondw. Uwaza sig, ze szczegdlnie
w przypadku suplementacji hormonami sterydowymi (m.in.
hormonalna terapia zastgpcza lub antykoncepcja hormonalna)
prowadzonej przez skorg jako zel, krem czy w postaci plastrow lub
zastrzykow znaczna czg$¢é podanego hormonu jest adsorbowana na
powierzchni erytrocytow i w tej formie rozprowadzana po
organizmie. Jest to rowniez frakcja o duzej biodostgpnosci, jednak
nie jest oznaczana w standardowych procedurach diagnostycznych
opartych na surowicy. Dlatego wydaje si¢, ze pomiar w §linie
najlepiej informuje o biodostgpnosci steroidéw. Mozna powiedzie¢,
ze jest to zachodzaca in vivo ,,dializa rownowagowa petnej krwi”.
W przypadku szybkich zmian w wydzielaniu hormondw (stres, rytm
dobowy, dzialanie lekow) przemieszczanie hormondéw do $liny
najlepiej odzwierciedla zmiany ich stgzenia obwodowego. Zaleta
oznaczen w $linie jest tatwa dostgpnos$¢ materiatu i nieinwazyjne
jego pobieranie. Wiele laboratoriow na §wiecie stosuje oznaczenia
hormondéw sterydowych w $linie, lecz wciaz jeszcze metody te nie
uzyskaty powszechnej akceptacji lekarzy (6).

Pewna komplikacja jest mozliwo$¢ przemian metabolicznych
hormonéw w §liniankach, np. kortyzol w §linie stanowi ok. 70% puli
biodostgpnego kortyzolu w surowicy, co jest wynikiem dziatania
w $liniankach dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidow katalizujacej
jego utlenienie do kortyzonu.
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Oznaczanie wolnych i biodostepnych hormonéw

drobnoczisteczkowych

Podsumowanie

Oznaczenia wolnych hormondw tarczycy znacznie lepiej
charakteryzuja aktywnos¢ gruczotu tarczowego, niz oznaczenia ich
catkowitej frakcji. W rekomendacjach migdzynarodowych
towarzystw lekarskich coraz czg$ciej pojawiaja si¢ rOwniez zalecenia
oznaczania biodostgpnej frakcji hormonow sterydowych np.
testosteronu (17). Jednak jakos$¢ testow immunochemicznych do
oznaczania wolnych hormonéw, innych niz tarczycowe, nie jest
wystarczajaca do wprowadzenia ich jako rutynowych metod
diagnostycznych, natomiast wiele alternatywnych metod jest zbyt
skomplikowanych technicznie. Zastosowanie metod
matematycznych mozliwe jest w ograniczonym zakresie i wytacznie
przy Scistej wspolpracy lekarza z laboratorium, poniewaz niezwykle
trudno jest stosowaé wartosci referencyjne wyznaczone w innych
laboratoriach przy zastosowaniu innych metod pomiaru. Mozna mieé¢
nadziejg, ze w najblizszych latach postgp w diagnostyce doprowadzi
do nowych, lepszych rozwiazan oznaczania frakcji biodostepnych
hormonow.
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Peiny wybor pismiennictwa dostepny u autorow

Tabela 1

Srednia stezenia gléwnych biatek wiazacych i ich procentowy udziat w wiazaniu wybranych hormonéw w osoczu; udziat frakcji wolnej i

biodostgpnej; czasy pottrwania puli catkowitej i frakcji wolnej hormonow.

TBG - globulina wiqzqca tyroksyne, SHBG - globulina wiqzqca hormony plciowe, CBG - globulina wiqzqca kortyzol (transkortyna),

bd - brak danych

Wybrane hormony drobnoczasteczkowe
tyroksyna | trijodotyronina | testosteron | testosteron | kortyzol estradiol
mezczyini kobiety
Biatka osocza Udzial biatek osoczowych w wigzaniu poszezegdlnych hormondw
Nazwa Stezenie g/l (% puli wystepujacej w osoczu)
Albumina 43 3-10 20 11-59 7-38 15 61
Transtyretyna 0,25 15-30 5 bd bd bd bd
TBG 0,016 60-75 75 bd bd bd bd
SHBG 0,005 bd bd 40-88 60-91 bd 37
CBG 0,04 bd bd bd bd 75 bd
% udzial frakeji wolnej i biodostepnej w osoczu
Frakcja wolna 0,03-0,05 0.1-0.4 1.5-3 0.4-2.6 2-10 0.7-2,7
Frakcja biodostepna bd bd 35 7-63 17-81
Czas poltrwania
Pula calkowita 7 dni 1 dzien 0,5-64 godz 70-90 min 2-36 godz
(mediana 8 godz.)
Frakcja wolna 4 min 5-7 min 3-10 min 7 min bd
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cele i zadania w programie zwalczania gruZlicy.

Organizacja laboratoriow pratka gruzlicy w Polsce,
ich cele i zadania w programie zwalczania gruzlicy

Prof. dr hab. Zofia Zwolska Kierownik Zakladu Mikrobiologii
Krajowego, Referencyjnego Laboratorium Pratka Gruzlicy,
Instytut Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie

Zadania laboratoriéw pratka gruzlicy

Mikrobiologiczne potwierdzenie stanowi najwazniejszy element
diagnostyki chorego na gruzlice, stuzac: 1. wykrywaniu zrédia
infekcji 1 transmisji zakazenia 2. potwierdzeniu przypadku
podejrzanego klinicznie, 3. wyboru odpowiedniego rezimu
terapeutycznego, 4 monitorowaniu leczenia oraz 5. odleglym
obserwacjom wyleczonego chorego (1).

Metody mikrobiologiczne sg tansze od innych, identyfikuja szybko
chorych pratkujacych, pozwalaja na wlaczenie leczenia
przeciwpratkowego 1 przerwanie tancucha transmisji zakazenia
w §rodowisku (2).

Glownymi odbiorcami wynikow laboratoryjnych sa lekarze pionu
pulmonologicznego, poniewaz gruzlica w wigkszosci przypadkow
dotyczy ukladu oddechowego. Jednak z powodu wystgpowania
réwniez postaci pozaplucnych  (np. kosci, nerek, uktadu
rozrodczego, otrzewnej, optucnej, skory i innych) lekarze
wszystkich  specjalno$ci powinni zna¢ zasady hodowli i badan
laboratoryjnych Mycobacterium. Powinni posiada¢ wiedzg
o czutosci i specyficznosci roznych metod co utatwia ich wybor do
diagnostyki konkretnego przypadku (dziecko vs dorosty, postaé
plucna vs pozaptucna, przypadek do potwierdzenia gruzlicy vs do
wykluczenia, materialy pobierane inwazyjnie vs wykrztuszona
plwocinaitp.) (3).

Jaki byt stan diagnostyki mikrobiologicznej gruzlicy w Polsce 50 lat
temu. W 270 laboratoriach pratka zorganizowanych we wspoélna sie¢
pod nadzorem Instytutu Gruzlicy, prowadzono badania metodami
z czasOw Roberta Kocha. Wiele przypadkow diagnozowano za
pomoca proby biologicznej uzywajac do tego celu $winki morskiej,
czasami krolikow. Na wyniki oczekiwano miesigcami.

Nowoczesne systemy hodowlane , pracujace juz w USA i na
Zachodzie Europy byly jeszcze niedostgpne w krajach bloku
wschodniego. Dopiero na poczatku lat 90-tych ubiegtego wieku (20
lat temu) pierwszy izotopowy system do szybkiej hodowli pratkow
zostat zakupiony do Referencyjnego Laboratorium Pratka
w Warszawie, co spowodowato przetom w diagnostyce skracajac
oczekiwanie na wynik badania nawet do kilku dni. Swinka morska
jako metoda hodowli stata si¢ juz nie potrzebna. Zwierzgtarnie
w laboratoriach ulegty likwidacji , rozpoczat si¢ proces modernizacji.
Mate, Zle wyposazone laboratoria ulegaty likwidacji a do Polski
powoli wprowadzano nowoczesne systemy genetyczne. Badania
diagnostyczne ulegly przyspieszeniu, wynik stawat si¢ dostepny w
ciagu kilku dni, a nawet w tym samym dniu. Obecnie, gdy podniost
si¢ poziom diagnostyki i  zredukowano liczbg laboratoriow
o potowe ze 180 (w 1990 r.) do 90 (obecnie) odnotowuje sig state
podnoszenie poziomu ushug diagnostycznych. Coraz wigcej
przypadkow podejrzanych klinicznie o gruzlicg potwierdza sig
w Polsce mikrobiologicznie, $rednio w 65 % (48%-90 %).
W najlepiej wyposazonych, europejskich laboratoriach potwierdza
si¢ mikrobiologicznie u 75-90 % chorych na gruzlicg (4 ). Nalezy
doda¢, ze takie wyniki sa efektem wspodtpracy mikrobiologow
i klinicystow.

Po odzyskaniu wolno$ci otworzyly si¢ mozliwosci bezposredniej
wspotpracy z partnerami na catym $wiecie. Latwo$¢ podrézowania
pozwala na bezposrednie kontakty z najlepszymi specjalistami
w dziedzinie mikrobiologii gruzlicy. Wreszcie mozna otrzymywacé
fundusze na badania naukowe z kraju i ze $wiata. W dziedzinie
mikrobiologii i genetyki pratka gruzlicy jesteSmy roéwnowaznymi
partnerami, pracujemy w laboratoriach na Swiecie, wiele krajow
stawia nas jako przyklad. JesteSmy beneficjentami grantow EU
iuczestnikami konsorcjow migdzynarodowych.

Przeszkoda do utrzymania dobrego poziomu jest brak specjalistow z
dziedziny mikrobiologii. Zawod mikrobiologa jest zawodem
deficytowym. Utrudniony dostep do specjalizacji i bardzo drogie

ksztalcenie (na wilasny koszt) w Polsce powoduja, ze wielu
absolwentow najlepszych uniwersytetow, wydziatow biologii,
mikrobiologii i biotechnologii wyjezdzana Zachodido USA. Pensja
mikrobiologa diagnosty w Polsce jest nie do zaakceptowania..
We wszystkich Zaktadach Opieki Zdrowotnej w kraju, pracownicy
laboratoriow sa znacznie gorzej optacani niz réwnorze¢dnie
wyksztatceni lekarze. Jest to bariera zawodowa, ktora niestety
powstata w czasach wolnos$ci

Nowym zjawiskiem jest oddawanie laboratoriow
mikrobiologicznych w dzierzawg w prywatne rece na krotki 3-4 letni
okres. Zwykle nowy wiasciciel laboratorium rozpoczyna w nim
pracg od remontu, ktory z powodu glebokich zaniedban z przesztosci
trwa co najmniej rok . Przez pozostaly czas do nastgpnego przetargu
trudno jest radykalnie podnies¢ poziom laboratorium i nabraé
doswiadczenia. Sztuka interpretacji wyniku mikrobiologicznego
powstaje w wyniku wieloletniej pracy. Stoi to w konflikcie
z krotkokontraktowymi dzierzawami. Jest to jak na razie zjawisko
nowe w mikrobiologii pratka , ale w innych dziedzinach diagnostyki
laboratoryjnej juz zaistniate. Dobre zarzadzanie powinno mie¢ na
wzgledzie  najlepsza diagnostyke oferowana choremu przy
racjonalnym gospodarowaniu kosztami. Wazne jest, aby w procesie
obnizania kosztéw nie ogranicza¢ si¢ tylko do metod sprzed lat, nie
mozliwych do zaakceptowania obecnie. Badanie  musi by¢
wykonane w jak najkrétszym czasie przy uzyciu najbardziej
czulych metod.

Kolejna kwestia zwiazana z jakoscia , pozostaje nieuregulowana
sprawa dopuszczania ZOZ-6w , w ktorych laboratoria nie prezentuja
wymaganego poziomu, do ustug diagnostycznych. Zle pracujace
laboratoria ( nieprawidtowe metody, zte wyposazenie, niski poziom
edukacji personelu) pracuja nadal, poniewaz ZOZ-y otrzymuja
zamoOwienia na ustugi diagnostyczne z NFZ. Jest to spowodowane
brakiem spojnego systemu zarzadzania jakos$cia pracy. Pozostaje
jeszcze sprawa BHP. Pracujac z czynnikami zakaznymi laboratoria
musza by¢ wyposazone w podstawowe narzedzia zabezpieczajace
pracownikéw. Nie uwzgledniano tego w PRL, a obecnie podchodzi
si¢ do tej kwestii bardzo niechgtnie.  Niezbgdna do pracy
z mikroorganizmami przenoszonym droga aerogenna komora
laminarna gwarantujaca Il poziom bezpieczenstwa biologicznego
(hermetycznosci) nie tylko zabezpiecza pracownika przed
zakazeniem, zabezpiecza rowniez probke od chorego przed krzyzowa
kontaminacja.

Krzyzowa kontaminacja laboratoryjna, mozliwa do udowodnienia
tylko metodami biologii molekularnej moze mie¢ miejsce
w laboratoriach pratka, co udowodniono wielokrotnie i opisano
w literaturze (5).

Wsrod wielu grup zawodowych pracownikéw stuzby zdrowia,
pracownicy laboratoriow pratka stanowia grupg najwigkszego ryzyka
zakazenia pratkami gruzlicy (6,7,9) . Dyrektorzy ZOZ-6w, ktérzy
nie wyposazaja swoich laboratoriow w komory laminarne
narazaja nie tylko zdrowie pracownikéw ale réwniez chorych na
bledne wyniki.

Organizacjalaboratoriéw pratka
W Polsce, podobnie jak w innych krajach zgodnie z zaleceniami

WHO laboratoria pratka od 50 lat sq zorganizowane we wspolna sie¢,
sa wylaczone z pracy laboratoriow  ogdlnych mikrobiologii
klinicznej i znajduja si¢ pod nadzorem merytorycznym
Referencyjnego Laboratorium Pratka Gruzlicy, oraz Krajowego
Konsultanta ds. Pneumonologii. Sie¢ laboratoriéw pratka
zorganizowana w Polsce w latach 60-tych XX w. stanowi najbardziej
spojny, hierarchiczny system pracujacy wsrdd innych laboratoriow
wykrywajacych choroby zakazne.

Zgodnie z zaleceniami WHO, laboratoria pratka dziela si¢ na trzy
glowne kategorie referencyjnosci, ktore réznia sig do siebie zakresem
wykonywanych badan, iloScia personelu specjalistycznego i
wyposazeniem, a co za tym idzie szybkoscia wykonania badania (8 ).
Sa to laboratoria I, I i IIT rzedu. Najnizszy stopien referencyjnosci
posiadaja laboratoria I rzedu i ich liczba jest w wielu krajach §wiata
nieograniczona.
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Wykonuja one mikroskopowe rozmazy, barwiac je typowa dla
pratkow metoda Ziehl-Neelsena i mikroskopowo oceniaja liczg
pratkow, ktora $wiadczy o intensywnos$ci pratkowania chorego.
W wielu krajach rozwijajacych sig laboratoria I rzedu sa szeroko
rozpowszechnione i moga by¢ zorganizowane w bardzo
prymitywnych — warunkach geograficznych, nawet w stepie.
W Polsce nie ma tego typu laboratoridw, poniewaz bakterioskopia
jako jedynametoda potwierdzania gruzlicy nie jest akceptowana.
W laboratoriach II rzedu wykonuje si¢ badanie bakterioskopowe,
hoduje pratki na pozywkach i wstepnie identyfikuje gatunki.
W laboratoriach III rzedu o najwyzszym stopniu referencyjnosci
wykonuje si¢ wszystkie wymienione badania, a ponadto hoduje
pratki w szybkich  systemach automatycznych (izotopowych,
kolorymetrycznych, fluorescencyjnych), wykonuje testy
lekoopornosci, testy identyfikacji gatunkowej sondami
genetycznymi, metodami chromatograficznymi (w chromatografii
HPLC), wykrywa si¢ material genetyczny pratkow gruzlicy - ich
DNAi/lubRNA.

Tlos¢, kompetencje i zakres pracy laboratoridéw pratka powinny
zaleze¢ od populacji danego kraju. WHO rekomenduje otwieranie
jednego laboratorium Il rzedu na 1 mln. mieszkancow, 111 rz¢du na
3-4 mln. mieszkancow.

Wszystkie laboratoria przechowuja dodatnie rozmazy
mikroskopowe , kolekcjonuja wyhodowane szczepy , konieczne
czasami po kilku latach do weryfikacji chorych, zgtaszaja chorych
potwierdzonych mikrobiologicznie i/lub genetycznie do
Inspektoréw Sanitarnych ( zgodnie z Ustawa o Chorobach
Zakaznych).

Wszystkie laboratoria prowadza wewngtrzna kontrolg jakosci
i podlegaja zewngtrznym sprawdzianom jakosci (9)

W Polsce w 2009 r. zinwentaryzowano 88 laboratoriow pratka
gruzlicy. Sa one niestety nierownomiernie rozmieszczone w kraju
w stosunku do potrzeb ludnosci. Krajowe, Referencyjne
Laboratorium powotalo 3 regionalne referencyjne Laboratoria, ktore
wyrdzniaja si¢ bardzo wysokimi standardami pracy i najwyzszymi
odsetkami potwierdzen gruzlicy, doskonalym wyposazeniem
ido$wiadczona kadra.
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- Ryc. 1. Sie¢ laboratoriow pratka w Polsce w 2009 r.

Spis 1 adresy wszystkich laboratoriow pratka w Polsce sa
w posiadaniu KRLP w Warszawie.

Krajowe Referencyjne Laboratorium Pratka (KRLP)

KRLP petni w kazdym kraju nadrzedna rolg w sieci laboratoriow

pratka wspolpracujac $cisle ze specjalistami odpowiedzialnymi za

efektywno$¢ programu zwalczania gruzlicy (8,9).

Do gtéwnych zadan KRLP nalezy:

e Scista wspoltpraca z Zaktadem Epidemiologii Gruzlicy

® Prowadzenie kontroli jako$ci wykonywanych badan
w laboratoriach podlegtych

®  Nadzor nad odpowiednim poziomem badan bakteriologicznych
we wszystkich typach laboratoridw, rekomendowanie nowych
metod i instrumentow do diagnostyki

Organizacja laboratoriéw pratka gruzlicy w Polsce, ich
cele i zadania w programie zwalczania gruZlicy.

® Regularne prowadzenie badan dotyczacych czgstosci
wystgpowania we wlasnym kraju gruzlicy lekoopornej. Dane te
prowadzone sa zgodnie z protokolem WHO i na ich podstawie
tworzy sig $wiatowe mapy prewalencji gruzlicy lekooporne;.

e Weryfikacja trudnych diagnoz, np. w pozaptucnych postaciach
gruzlicy, niepozadanych odczyndow poszczepiennych BCG-
itow, typowanie rzadko spotykanych gatunkow pratkéw oraz
ustalanie wzoru ich lekoopornosci, prowadzenie molekularnych
dochodzen epidemiologicznych.

® Prowadzenie badan naukowych dotyczacych patogenezy

pratkow u ludzi, badania nad wystgpowaniem pratkow

w S$rodowisku czlowieka, molekularne dochodzenia

epidemiologiczne, badania lekoopornosci mykobakterii na

nowe leki przeciwpratkowe, rejestracja 1 kolekcjonowanie
szczepow lekoopornosci pochodzacych od chorych zkraju.
Prowadzenie migdzynarodowych programow badawczych.
Prowadzenie kursow szkoleniowych dla wyzszego i $redniego
personelu laboratoryjnego.

Prace jednego Laboratorium Referencyjnego powinny obejmowaé

populacj¢ 25 do 50 min.

W Polsce KRLP S$cisle wspotpracuje  z WHO i IUATLD
(Migdzynarodowa Unia Przeciwgruzlicza) oraz partnerami z UE,
innymi referencyjnymi laboratoriami pratka w Europie i na innych
kontynentach. Kierownik NRL jest cztonkiem Komisji
Mikrobiologii i Immunologii IUATLD oraz cztonkiem grupy
ekspertow ICDC.

Praca NRL jest weryfikowana przez migdzynarodowa kontrolg
jakosciw Migdzynarodowym Laboratorium Pratka. WHO powotato
15 takich laboratoridw na §wiecie. Partnerem dla polskiego osrodka
jest Holenderski Narodowy Instytutu Zdrowia i Ochrony Srodowiska
w Bilthoven, Holandia (ang. National Institute of Public Health and
the Environmental Protection).

Kontrola jakosci pracy i wiarygodnosci metod

Istnieje szereg metod, ktore stuza sprawdzaniu jakosci stosowanych

metod, ich powtarzalno$ci i wiarygodnosci. Do najwazniejsze z nich

nalezy nadzor.

Staly nadzor nad wszystkimi technikami i czynnosciami

wykonywanymi w laboratorium stanowi najwazniejszy element

kontroli jakosci pracy.

Wszystkie techniki musza podlega¢ wewngtrznym sprawdzianom.

Np. w bakterioskopii jest to ,test podwdjnych odczytow” lub

odczytywanie  kontrolnych preparatdéw mikroskopowych,

w lekoopornosci , okreslanie wzorow wg. szczepow standardowych,

w identyfikacji wykorzystuje si¢ szereg metod od barwienia metoda

Z-N do sond gatunkowych. Ponadto sprawdza si¢ czystos¢

bakteriologiczna wszystkich odczynnikéw przygotowywanych

z H,0, zyznos$¢ pozywek hodowlanych, ujemne i dodatnie probki

z DNA pratkéw i wiele innych.

Blgdne wyniki wychodzace z laboratorium pratka gruzlicy skutkuja :
1. nie wykryciem chorego pratkujacego, co niszczy zdrowie
jednostkiizagraza osobom z otoczenia,

2. przypisaniem zdrowemu czlowiekowi gruzlicy co skutkuje
zaniechaniem jego dalszej diagnostyki i wlaczeniem mu
wielolekowego 6-miesiecznego leczenia,

3. Bledne wyniki antybiogramoéw narazaja chorego na progresje
choroby, a skarb panstwa na ogromne wydatki. Leczenie gruzlicy
lekoopornej wymaga 10,000 do 20,000 USD.

Wyniki sprawdzianéw jakosci w polskich laboratoriach pratka beda

przedmiotem innego opracowania.

Motywacja personelu wlaboratorium pratka

Laboratoria pratka z powodu swojej waznej roli jaka petnia
w narodowych programach walki z gruzlica powinny by¢ dobrze
zorganizowane a personel odpowiednio umotywowany. Personel
laboratoryjny musi sobie w pelni uswiadamia¢ swoja rolg partnera
dla innych stuzb medycznych w programach walki z gruzlica. Praca
w laboratorium pratka nalezy do bardzo trudnych co wynika ze
specyficzno$ci gatunkowej Mycobacterium tj. trudno$ci na kazdym
etapie diagnostyki, dtugiego oczekiwania na wynik wlasnej pracy co
bardzo utrudnia skorygowanie blgdow i w koncu niebezpieczenstwa
nabycia infekcji w  trakcie pracy w laboratorium.
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Nalezy pamigtac, ze wielu diagnostéw nie lubi pracowac z plwocina,
ktora stanowi 95% wszystkich materiatdw nadsytanych do
laboratorium, a ogladanie w mikroskopie dziesiatkow rozmazow
jestzajeciem bardzo nuzacym, powoduje bole oczu i glowy. Ponadto
personel prowincjonalnych laboratoriow czgsto czuje si¢ izolowany,
lekcewazony i niema tatwego dostepu do edukacji.

Jak wigc motywowacé personel do dobrej pracy. Ogolnie wiadomo,

ze najlepsza motywacje stanowi odpowiednie do obowiazkow

uposazenie. Niestety pracownicy laboratoriow sa bardzo Zzle
wynagradzani.

Zastgpcze metody motywowania personelu moga przebiegad

W rdzny sposob np.

e poprzez nawigzanie i podtrzymywanie Scislych kontaktow
pomigdzy klinika a laboratorium. Wspo6lne omawianie trudnych
przypadkow 1 okazywanie obopolnego zadowolenia
zrozwiazywania probleméw;

e wlaczanie personelu laboratorium do aktywnego uczestniczenia
w spotkaniach i dyskusjach prowadzonych z innymi
cztonkami zespolu zajmujacego si¢ gruzlica tj. lekarzami,
pielegniarkami i epidemiologami i menadzerami;

e organizowanie migdzylaboratoryjnych spotkan, w celu
dyskutowania o problemach

e prowadzenie regularnych kursow ,,od$wiezajacych” wiedzg na
temat nowoczesnych metod i ich wartosci w wykrywaniu
chorych na gruzlicg, wydawanie odpowiednich certyfikatow
osobom konczacym takie kursy.

Prawidlowo zorganizowana sie¢ laboratoriéw pratka, stalty nadzor
nad jakoscia badan laboratoryjnych i  poprawna wspolpraca
z klinicystami stanowia najwazniejsze elementy konieczne do
walki z gruzlica w Polsce. Wysitki i starania stuzb medycznych
zaangazowanych w zwalczanie gruzlicy daja wymierne rezultaty
W postaci obnizania si¢ wskaznikéw zapadalnosci i utrzymywanie
sig odsetkow gruzlicy lekoopornej na stosunkowo nieztym poziomie.
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Emergence and characterization of community
- associated methicillin - resistant Staphylococcus aureus
infections in Denmark, 1999 to 2006

Larsen A.R., Stegger M., Bocher M., Sorum D.L., Skov R.L.
Journal of Clinical Microbiology, 2009,47,73-78

Metycylinooporne szczepy S.aureus odpowiedzialne za zakazenia
w $rodowisku pozaszpitalnym CA-MRSA po raz pierwszy opisano
pod koniec lat 80 tych. Dopiero jednak §mier¢ 4 amerykanskich
dzieci (19991.), wezesniej ogolnie zdrowych bez zadnych czynnikow
ryzyka wywotana infekcja CA-MRSA nadata nowego znaczenia tym
szczepom. W Danii pierwsze zakazenie CA-MRSA opisano w 1997
. W roku 2006 w poréwnaniu do roku 1999 r. stwierdzono blisko 15-
krotny wzrost liczby infekcji CA-MRSA (odpowiednio 153 vs 11
przypadkow). Niepokojacy jest rowniez fakt, iz infekcje te dotycza
glownie najmlodszych tj. dzieci pomigdzy 1 a 10 rokiem Zycia oraz
ludzi w wieku 30-40 lat. Kilkuletnie badania epidemiologiczne
prowadzone w Danii nie potwierdzily, wczesniej uwypuklanych w
literaturze takich czynnikow ryzyka zakazenia CA-MRSA jak
przebywanie w wigzieniach lub skoszarowanie, uprawianie sportu,
szczegoblnie gier zespolowych. Stwierdzono natomiast, Ze waznym
czynnikiem ryzyka jest nosicielstwo CA-MRSA w rodzinie i fatwa
transmisja tych szczepow na innych wspotmieszkancow. Kolejny
czynnikiem ryzyka, z uwagi na szybko rozprzestrzeniajacy sig
swinski szczep CA-MRSA nalezacy do kompleksu klonalnego
CC3098, jest praca przy hodowli $win, waznej gatezi gospodarki
dunskiej.. Izolowane szczepy CA-MRSA odpowiedzialne byly
w 90,5% za zakazenia skory i tkanek migkkich a szczegdlnie ropnie,
w okoto 2% za zakazenia w obrgbie ucha i drog oddechowych
iw okoto 1% za zakazenia oka oraz inwazyjne, w tym krwi, stawow,
kosci i szpiku a takze infekcje drog moczowych. Zakazenia
powodowane byty gléwnie przez szczepy nalezace do kompleksu
klonalnego charakterystycznego dla regionu Europy tj. CC-80,
rzadziej przez CC-8 czy CC30 znamiennego dla regionu
Zachodniego Pacyfiku. Kaseta SCCmec typu IV zostata wykryta
u blisko 82% szczepow . Toksyna PVL ( Panton-Valentine leucidine )
byta wytwarzana przez 66,8% szczepow , w tym przez wszystkie
nalezace do kompleksu CC-80. Kompleks ten rowniez
charakteryzowata w przewazajacym odsetku (78%)
wielolekoopornos¢ ( oporno$¢ na wigeej niz 2 grupy antybiotykoéw
nie beta-laktamowych). W grupie szczepéw CA-MRSA stwierdzono
blisko 19% szczepow wrazliwych na wszystkie grupy antybiotykoéw
pozabeta-laktamami.

Optimal sampling sites and methods for detection
of pathogens possibly causing community-acquired
lower respiratory tract infections.

Loens.K., Van Heirstraeten L., Malhotra-Kumar S., Gossens H.,
Ieven M.
Journal of Clinical Microbiology, 2009, 47,121-31

Autorzy zebrali aktualne dane na temat optymalnych metod detekcji
najwazniejszych patogenéw zakazen dolnych drog oddechowych
(LRTI). Ws$r6d metod pozyskiwania probek do badan
mikrobiologicznych wyrdznili inwazyjne, w tym pozwalajace na
pobranie materiatu w sposob jatowy ( krew, ptyn z optucnej, aspirat
z pluc) i probek skontaminowanych florag goérnych drog
oddechowych ( PSB , BAL) oraz metody nieinwazyjne ( pobieranie
plwociny, wymazy z nosogardzieli i gardla, badanie antygenow
w moczu). Posiew krwi nalezy do wysoce specyficznych metod, ale
stosunkowo rzadko uzyskiwany jest wynik dodatni.
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Uznaje sig, ze mozliwo$¢ detekcji patogenu we krwi ulega
zwigkszeniu, gdy krew na posiew zostanie pobrana w pierwszych
czterech dniach od wystapienia poczatkowych objawdw infekcji
i znacznie spada w kolejnych dniach. Aspiracja iglowa przez klatke
piersiowa jest sporadycznie stosowana, ale obecnie budzi coraz
wigksze zainteresowanie z powodu wysokiej specyficzno$ci
i czutosci metody (do 80% wynikéw dodatnich). Probki PSB i BAL
jakkolwiek zanieczyszczone flora kolonizujaca i kontaminujaca
stanowia wiarygodny material w diagnostyce zakazen dolnych drog
oddechowych. Ilo$ciowa ocena tych materialow 1 uzyskanie
wzrostu >10 *  CFU/ ml pozwala na potwierdzenie udziatu
wyhodowanych drobnoustrojéw w zakazeniu. Wsrod nieinwazyjnie
pobranych probek szczegdlne znaczenie ma nadal plwocina,
najwazniejszy materiat szczegolnie w identyfikacji Streptococcus
pneumoniae. Plwocina jest wartosciowa probka , wymaga jednak
wcezesniejszego potwierdzenia jej przydatnosci w preparacie
mikroskopowym (stosunek leukocytow do nabtonkéw). Preparat
barwiony metoda Grama stanowi tez szybka wstgpna metode
identyfikacji, zwtlaszcza charakterystycznie wygladajacych
Streptococcus.pneumoniae. Wiarygodnos¢ oceny mikroskopowej
zwigksza sig, gdy badanie przeprowadzone zostanie w ciggu 30-40
min od pobrania plwociny. Wymazy z nosogardzieli i z gardla nie sa
odpowiednimi probkami do badan w kierunku typowych zakazen
bakteryjnych dolnych drég oddechowych. Waznym materialem
w diagnostyce LRTI jest rowniez mocz, w ktorym mozna wykry¢
antygeny polisacharydowej otoczki Streptococcus pneumoniae jak
i antygen Legionella spp.. Immunochromatograficzny test (ICT)
stosowany w detekcji pneumokokéw wykazuje wysoka czutos$¢
(80%) 1 wysoka specyficzno$¢ (>95%). Powinien by¢ wykonywany
u wszystkich 0s6b z objawami zapalenia ptuc i uyjemnym preparatem
mikroskopowym. Nie ma jednak zastosowania u dzieci, z uwagi na
powszechne nosicielstwo pneumokokow wsrod najmtodszych.
Detekcja antygendow w moczu jest rowniez niezwykle uzytecznym
badaniem przy podejrzeniu zakazenia Legionella spp. Test powinien
by¢ wykonywany u pacjentow OIT, a takze w przypadkach
niepowodzen leczniczych po podaniu beta-laktamu. Ograniczeniem
dostgpnych do tej pory testow jest mozliwos¢ wykrycia jedynie
antygenu Legionella pneumophila serotyp 1. Wyzsza czulo$¢ daja
testy wykonane w probee skoncentrowanego moczu w poréwnaniu
z nieskoncentrowanym ( 91,6% vs 66,6%) . Test daje wyniki ujemne
w pierwszych 5 dniach zakazenia i pozostaje dodatni pomigdzy 6 a 14
dniem od poczatku infekcji. Jego stosowanie przyczynia si¢ do
szybkiego rozpoznania legionellozy i wczesnego wdrozenia
odpowiedniego leczenia co dalej przyczynia si¢ do obnizenia
$miertelnosci wérod cigzko chorych pacjentow.

Management of methicillin - resistant Staphylococcus
aureus infections

Garau J., Bouza E., Chastre J., Gudiol F., Harbarth S.

Clinical Microbiology and Infection, 2009, 15,125-136

Publikacja zawiera wskazowki dotyczace leczenia zakazen
wywotanych szczepami MRSA, przedstawia znane i nowe opcje
terapeutyczne oraz ich ograniczenia. Autorzy poddali dyskusji
znaczenie takich antybiotykow jak glikopeptydy, trimetoprim-
sulfametoksazol, chloramfenikol, tetracykliny, synercid,
daptomycyna, linezolid, tigecyklina. Zwroécili uwage na szczepy
VISA i heterogenne VISA , dla ktérych MIC wankomycyny miesci
sig¢ w granicach wrazliwosci (1-2 pg/ml).  Sukces Kkliniczny
z uzyciem wankomycyny stwierdzano (60% przypadkow), gdy
warto$¢ MIC tego glikopeptydu nie przekraczata 0,5 pg/ml i brak
sukcesu (90%) przy wartosciach MIC wankomycyny 1-2pg/ml.
Zakazenia szczepami MRSA o wysokich wartosciach MIC bliskich
2 pg/ml wymagaja stosowania wysokich dawek wankomycyny,
najlepiej we wlewach ciagtych w celu osiagnigcia C trough>15mg/1
, lub tez skojarzonej terapii z innymi antybiotykami, w tym
z gentamicing.

Obiecujacy , ale wymagajacy potwierdzenia przydatnos$ci klinicznej
badaniami u ludzi, wydaje si¢ schemat terapii z uzyciem pojedynczej
wysokiej dawki gentamiciny w skojarzeniu z wankomycyna. Taka
terapia zapalenia wsierdzia wywotanego przez S. aureus sprzyja
maksymalizacji synergistycznego i bakteriobdjczego dziatania

antybiotykow oraz obnizeniu i tagodzeniu destrukcyjnych zmian
w obrgbie wsierdzia. Wazna i skuteczna opcja terapeutyczna
w zakazeniach MRSA jest skojarzenie fosfomycyny z imipenemem.
Daptomycyna jest wskazana przy braku poprawy klinicznej po
podaniu wankomycyny. Nalezy jednak monitorowa¢ warto§¢ MIC
daptomycyny, gdyz wczesniejsza terapia i narastanie opornos$ci na
glikopeptyd najczesciej koreluje z opornoscia na daptomycyng
u szczepow MRSA. U pacjentow z respiratorowym zapaleniem phuc
alternatywa dla wankomycyny jest linezolid, a w zakazeniach skory
i tkanek migkkich oraz w powiktanych zakazeniach wewnatrz
brzusznych tigecyklina.

Przygotowata:
dr n. med. Beata Kowalska-Krochmal
Katedrai Zaktad Mikrobiologii AM we Wroctawiu
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Jung B, Adeli K: Clinical laboratory reference intervals in
pediatrics: the CALIPER initiative. Clin Biochem 2009,
42,1589-1595

Przedzialy referencyjne podawane wraz z wynikami badan
laboratoryjnych sa istotnym elementem prawidlowej interpretacji
wynikow badan i moga wptywaé na podejmowane decyzje kliniczne.
Przydatno$¢ przedzialow referencyjnych jest uzalezniona od
starannego wyznaczenia/weryfikacji w laboratorium, z udziatlem
wlasciwej populacji pacjentow i z zastosowaniem okreslonych
procedur i metod. Wigkszo$¢ przedziatdéw referencyjnych
wyznaczono ponad 20 lat temu, przy uzyciu innych metod
i aparatury, dlatego odnoszenie do nich uzyskiwanych obecnie
wynikow moze prowadzi¢ do podejmowania blednych decyzji.
Zgodnie z wymaganiami akredytacyjnymi medyczne laboratorium
diagnostyczne jest zobowiazane do ustalenia (lub weryfikacji)
przedziatu referencyjnego dla wszystkich metod ilosciowych,
z wyjatkiem parametrow, dla ktorych obowiazuja wartosci decyzyjne
(cholesterol, glukoza, HbAlc).

Zgodnie z ostatnimi wytycznymi Clinical and Laboratory

Standards Institute wersja C28-A3 przedzialy referencyjne mozna
ustala¢ de novo lub tez weryfikowa¢ przedziaty ustalone w innych
laboratoriach (lub proponowane przez producentéw odczynnikdéw).
Ustalenie przedziatu referencyjnego jest przedsigwzigciem trudnym
pod wzgledem organizacyjnym i kosztownym. Pelna procedura
wymaga rekrutacji co najmniej 120 oséb o ustalonym kryterium
zdrowia. Jesli poziom analitu jest rozny w podgrupach (np. zaleznych
od wieku lub pici), kazda podgrupa powinna liczy¢ co najmniej 120
osOb. Oznacza to, ze ustalenie przedzialow referencyjnych
w pediatrii moze wymagac udziatu np. 1200 zdrowych os6b. Dlatego
wyznacza si¢ je zwykle tylko dla nowego parametru lub nowej
metody. Jesli dostgpne sa przedzialy referencyjne publikowane
w literaturze mozna przeprowadzi¢ znacznie prostsza weryfikacje
przedziatu referencyjnego, co wymaga dysponowania wynikami
tylko 20 oséb referencyjnych. Jesli tylko jeden lub dwa wyniki w
probie referencyjnej wykraczaja poza proponowany przedziat
referencyjny moze on zosta¢ zaakceptowany. Taka sytuacja jest
mozliwa, o ile spelniony jest warunek porownywalnosci metod
analitycznych i populacji referencyjnej. Majac do dyspozycji ponad
20 wynikow w probie referencyjnej (a mniej niz 120) mozna takze
obliczy¢ granice przedzialu referencyjnego stosujac metode
statystyczna odporna na wystgpowanie wartosci odstajacych i inne
odstepstwa od warunkow stosowania testow statystycznych (,,robust
method”). Niemniej jednak najlepsza metoda ustalania przedziatu
referencyjnego jest metoda bezposredniej selekcji proby
referencyjnej o liczebnos$ci, co najmniej 120 osoéb i wyznaczenie
przedzialu referencyjnego metoda nieparametryczna (zakres
percentylowy 5-95% lub 2.5-97.5%, czasem <99%).
Zgodnie z wytycznymi CLSI przedzial referencyjny moze zosta¢
przygotowany przez kilka wspotpracujacych ze soba laboratoriow,
jesli wykorzystuja one t¢ sama metoda analityczng o okreslone;j
spdjnosci pomiarowe;j.
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Dane zebrane z kilku os$rodkéw stuza do obliczenia
,,Wspolnego” przedziatu referencyjnego, a nastgpnie przedziat jest
ponownie weryfikowany w kazdym z laboratoriow. Tworzenie
,Wwspolnych” przedziatéw referencyjnych teoretycznie umozliwia
wprowadzenie uniwersalnych przedziatow
,metodyczno/aparaturowych”.

Na tej koncepcji oparty jest projekt CALIPER (CAnadian
Laboratory Initiative on PEdiatric Reference), ktory ma na celu
ponowne ustalenie przedziatdéw referencyjnych dla dzieci
kanadyjskich od chwili urodzenia do 18. roku zycia,
zuwzglednieniem podziatu na grupy zalezne od wieku (0-2 mies., 2-
12 mies., 1-5 lat, 6-10 lat, 11-15 lat, 16-19 lat), ptci, pochodzenia
etnicznego oraz stosowanej technologii pomiarowej. Trwajaca
obecnie pierwsza faza projektu polega na rekrutacji mozliwie
najwigkszej liczby zdrowych dzieci i mtodziezy w przychodniach,
szpitalach, przedszkolach, szkotach, placowkach opiekunczych
w catej Kanadzie. Dzigki rozmachowi akcji istnieje nadzieja na
uzyskanie odpowiedniej reprezentacji poszczegdlnych prob
populacyjnych. Materiat pobierany jest przez odpowiednio
przeszkolony personel, wedlug standardowego protokotu,
z uwzglednieniem zmiennos$ci przedanalitycznej. Material jest
gleboko mrozony, a jesli rodzaj probki lub analitu wyklucza takie
przechowywanie, analiza jest wykonywana niezwlocznie
w wybranych o$rodkach, zgodnie z okre§lonymi procedurami.
W drugiej fazie projektu surowica/osocze zostang poddane analizie
w wytypowanych osrodkach, z wykorzystaniem 7 najczgsciej
stosowanych platform analitycznych, tak, aby mozliwe bylo
przygotowanie przedziatow referencyjnych zaleznych od
metody/aparatury. Uzyskane wyniki zostana opracowane
statystycznie zgodnie z aktualnym wytycznymi CLSI,
a przygotowane przedzialy referencyjne wprowadzone
i zweryfikowane we wszystkich laboratoriach w Kanadzie. Dane
zostang opublikowane takze na stronie internetowej, gdyz
prawdopodobnie bgda moglty by¢ adaptowane takze w innych
krajach $wiata.

respondentow rzeczywiscie rozumie pojgcie wartosci krytycznych.
Tylko 4 z 11 proponowanych dotad przez laboratorium wartosci
krytycznych zostalo zaakceptowanych przez odbiorcow wynikow
(s6d, potas, magnez, wodorowgglany). W przypadku pozostatych
parametrow lekarze dopuszczaja wystgpowanie wartosci bardziej
odbiegajacych od referencyjnych. Na przykiad dla pH laboratorium
proponowato wartosci krytyczne 7.2 i 7.6, natomiast lekarze
oczekuja wiadmosci telefonicznej dopiero przy obnizeniu pH
ponizej 7.0 lub po przekroczeniu wartosci 7.7. Autorzy pracy,
w oparciu o dane literaturowe i informacje uzyskane od
respondentow, zaproponowali zmiang wykorzystywanych lokalnie
laboratoryjnych wartosci krytycznych (tabela). Wigkszos¢ lekarzy
chciataby odbiera¢ informacje o przekroczeniu wartosci krytycznych
osobiscie lub za posrednictwem lekarzy rezydentow.

Przedstawiona praca jest pierwszym tego rodzaju
opublikowanym badaniem. Autorzy pracy zaznaczaja, ze
zastosowany przez nich sposob przeprowadzania badan nie jest
wiarygodnym narzgdziem do opracowania wartosci krytycznych
i nie polecaja tej metody do powszechnego uzytku. Ankietg
wypetnito niewielu respondentow, nie wszystkie ankiety byly
kompletne, ankietowani nie w petlni rozumieli koncepcjg wartosci
krytycznych. Uzyskane wyniki wskazuja przede wszystkim na
potrzebg poprawy komunikacji personelu laboratoryjnego
z odbiorcami wynikow.

Tabela. Warto$ci krytyczne u dorostych zaproponowane po
uwzglednieniu informacji pochodzacych od ankietowanych lekarzy

Don-Wauchope AC, Chetty VT: Laboratory defined
critical value limits: How do hospital physicians perceive
laboratory based critical values? Clin Biochem 2009, 42,
766-770

W Kanadzie i Stanach Zjednoczonych Ameryki medyczne
laboratoria diagnostyczne zobowiazane sa do telefonicznego
powiadamiania odbiorcow wynikow o przekroczeniu wartosci
krytycznych. Opracowanie i stosowanie takiej procedury jest jednym
z wymagan akredytacyjnych. Przez warto$¢ krytyczna rozumie si¢
wynik badania, ktory wskazuje na bezposrednie zagrozenie zycia
pacjenta i wiaze si¢ z konieczno$cia natychmiastowej interwencji
medycznej. Zgodnie z wytycznymi Joint Commission on
Accreditation of Healthcare Organizations and College of American
Pathologists w USA wartosci krytyczne powinny by¢ ustalane
lokalnie na drodze konsultacji wszystkich srodowisk medycznych
korzystajacych z wynikow badan laboratoryjnych. Pozwala to
dostosowa¢ wartosci krytyczne do potrzeb uzytkownikow, przy
uwzglednieniu réznic metodycznych i populacji pacjentow.

Autorzy pracy podjeli probg oceny stopnia akceptacji wartosci
krytycznych, proponowanych przez laboratorium, przez lekarzy
dwoéch duzych szpitali wspotpracujacych z Uniwersytetem
w Ontario w Kanadzie. Wybrana forma konsultacji sSrodowiskowych
byta ankieta internetowa, w ktorej proponowano kilka pozioméw
krytycznych dla najwazniejszych parametrow. Na przyktad dla
niskiego poziom sodu< 115,<120, < 125, < 130 mmol/l. Dla kazdego
poziomu mozliwe byty trzy odpowiedzi: ,,A. dzwoni¢ natychmiast”,
,»B. dzwoni¢ w godzinach pracy”, ,,C. nigdy nie dzwonic”.
Odpowiedz B. wprowadzono dla oceny zrozumienia przez lekarza
idei wartosci krytycznych. Przyjeto, ze proponowany poziom
krytyczny jest akceptowany, jesli odsetek odpowiedzi A jest wyzszy
niz 60%, a odsetek C nizszy od 20%. Respondentéw pytano takze
o to, kto powinien by¢ upowazniony do odbierania informacji
telefonicznych.

W badaniu wziglo udziat 115 sposrod 1191 Ilekarzy
zatrudnionych w szpitalach. Az 79% z nich, co najmniej jeden raz
zaznaczylo odpowiedz B, co $wiadczy o tym, ze tylko 21%

Wartosci krytyczne
Parametr Niska Wysoka
Glukoza (mmol/T) <2.5 =30
Séd (mmol/T) <120 > 160
Potas (mmol/1) =25 =6.0
Wapn zjonizowany (mmol/l) Z0.6 brak
Wapn catkowity (mmol/1) <13 =37
pH <7.0 =779
PO, (mmHg) =35 -
Magnez (mmol/1) <04 -
Wodoroweglany (mmol/1) <10 -
Fosforany (mmol/1) <0.25 -

Przygotowala: drn. farm. Joanna Urbaniak
Katedrai Zaktad Analityki Medycznej )
Akademia Medyczna we Wroctawiu im. Piastow Slqskich

KOMUNIKAT
Zgodnie z art. 17 ustawy z 27 lipca 2001 roku o diagnostyce laboratoryjnej
(DZ.u. z 2001 roku, Nr 100, poz. 1083 z pdzn. zm.) laboratorium jest
zaktadem opieki zdrowotnej. Laboratorium moze by¢ takze jednostka
organizacyjng zakladu opieki zdrowotnej, jednostki badawczo-rozwojowe;j
albo wyzszej uczelni medyczne;j.
Status zaktadu opieki zdrowotnej laboratorium uzyskuje z chwila wpisu do
rejestru zakladéw opieki zdrowotnej prowadzonego przez Wojewodow
(ustawa z 30 sierpnia 1991 roku o zaktadach opieki zdrowotnej - Dz.U. Nr 91,
poz. 408 z pdzn. zm.). Tym samym laboratorium, musi uzyska¢ wpis do
rejestru wojewody
W obecnym stanie prawnym nie jest dopuszczalne funkcjonowanie
medycznego laboratorium diagnostycznego tylko i wytacznie na podstawie
wpisu do ewidencji dziatalno$ci gospodarczej. Ponadto, zgodnie z art. 19 ust.
2 podmiot, ktory prowadzi laboratorium, jest obowiazany wystapic¢
z wnioskiem o wpis laboratorium do ewidencji. Ewidencja prowadzona jest
przez Krajowa Radg Diagnostéw Laboratoryjnych
Jednoczes$nie uprzejmie informuje, Ze podmiot ktory udziela §wiadczen
zdrowotnych bez wymaganego prawem wpisu podlega karze aresztu,
ograniczenia wolnoSci albo grzywny (art. 147 a kodeksu wykroczen).

Prezes KRDL
(-) Henryk Owczarek
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Studentow kierunku Analityka Medyczna
na Wydziale Farmaceutycznym
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Magdalena Brzeskwiniewicz
Promotor: Prof. dr hab. n. med. Janusz Limon
Katedra i Zaklad Biologii i Genetyki GUMed
""Analiza mutacji genéw EGFR, PIK3CA r PTEN w
nerwiaku zarodkowym"

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest to najczgstszy guz
ztosliwy wieku dziecigcego. Udowodniono, iz szlak regulacyjny
PIK3/AKT/mTOR, ktéry jest czgsto aktywowany w wielu
nowotworach, moze odgrywaé réwniez istotna role¢ w patogenezie
tego nowotworu. Kluczowymi biatkami powyzszego szlaku,
mogacymi powodowaé jego nieprawidlowe funkcjonowanie, sa
kinazy tyrozynowe kodowane przez geny PIK3CA, EGFR oraz
biatko kodowane przez gen supresonowy PTEN.

Celem przeprowadzonych badan byta analiza mutacji punktowych
w obrebie eksonow 18-21 genu EGFR, eksonow 5, 6, 101 21 genu
PIK3CA oraz eksondéw 1-9 genu PTEN, a takze okreslenie stopnia
amplifikacji genu EGFR. Materialem badawczym bylo 87
fragmentéw tkanek guzoéw nerwiaka zarodkowego, zatopionych
w parafinie. W analizie mutacji punktowych wykorzystano metody
PCR (tancuchowej reakcji polimerazy), sekwencjonowania oraz
DHPLC (denaturujacej wysokosprawnej chromatografii cieczowe;).
Metoda FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) okreslano
stopien ampfifikacji genu EGFR.

W dwoch guzach (3,2%) wykryto, nieopisana dotad, mutacj¢ ¢,931
A>G w eksonie 5 genu PIK3CA. Zmiana ta prowadzi do zastapienia
izoleucyny waling w pozycji 311 w sekwencji aminokwasowej-
p.1311V. Stwierdzono réwniez wystgpowanie szesciu
polimorfizméw; w genie EGFR ¢.2184+19 G>A, ¢.2361 G>A oraz
¢.2508 C>T, w genie PIK3CA ¢.1060-17 C>A i c.1145+54 A>G
oraz w genie PTEN ¢.285 A>T. Sa to polimorfizmy, z wyjatkiem
c.285 A>T, opisane w bazie danych Ensemble Genome Browser
(dbSNP). Zmiany te naleza do zmian intronowych badz
synonimicznych, czyli nie powodujacych zmian w sekwencji
aminokwasowej. Trzy z rozpoznanych polimorfizméw cechowaty
sig duza czgstoscia wystgpowania (¢.2631 G>A- 67,4%, ¢.1060-17
C>A- 64,8%, c.1145+54 A>G-61,1%). Czgstos¢ wystgpowania
zidentyfikowanych polimorfizméw byta pordownywalna z czgstoscia
w populacji dla rasy kaukaskiej. Analiza FISH genu EGFR wykryta
obecno$é licznych przypadkow polisomii przy rownoczesnym braku
amplifikacji tego genu. Uzyskane wyniki potwierdzaja niska
czgsto$¢ wystgpowania mutacji w genach kodujacych biatka
zaangazowane w szlak regulacyjny PIK3/AKT/mTOR
w neuroblastoma.

Anna Gliwinska
Promotor pracy prof. dr hab. Andrzej Szutowicz
Zaklad Medycyny Laboratoryjnej Katedry Biochemii
Klinicznej GUMed

"Wplyw egzogennych fosfolipidow na HDL"

Apo lipoprotein y (apo) A-I i A-II stanowia odpowiednio 70 i 20%
biatek we frakcji lipoprotein wysokiej ggstosci (HDL). Fizjologiczna
rola apo A-II nie zostala jeszcze wyjasniona, a wyniki badan nad jej
zwiazkami z miazdzyca budza kontrowersje. Zasadnicza cecha
przemian HDL zachodzacych w osoczu jest krazenie apo A-I
pomigdzy ubogimi w lipidy prekursorowymi czastkami HDL
o dyskoidalnych ksztattach (ruchliwo$¢ pre-B zelu agarozowym)

i bogatymi w lipidy dojrzatymi sferycznymi HDL (ruchliwos$¢
a w zelu agarozowym). Fizyko-chemiczne wlasciwosci apo A-II sa
podobne do tych jakimi charakteryzuje si¢ apo A-I. Nie udato si¢
jednak wykry¢ prekursorowych HDL A-II w ludzkim osoczu.
Eksperymenty z wykorzystaniem modelowych czastek HDL
sugeruja, ze w przeciwienstwie do apo A-I, apo A-II nie ma zdolnos$ci
do uwalniania si¢ z HDL, Badania prowadzone w Zakladzie
Medycyny Laboratoryjnej GUMed wykazaty, ze strukturalna
modyfikacja HDL wyizolowanych z ludzkiej surowicy metoda
ultrawirowania, zachodzaca pod wptywem fosfolipidéw, generuje
nowa trakcje lipoproteinowa o cechach prekursorow HDL
zawierajaca apo A-1I (Wrdblewska i wsp. J Lipid Res 2009; 50: 667-
675).

Celem obecnej pracy bylo zbadanie mechanizméw powstawania
prekursorowych HDL A-II w wyniku oddzialtywania pomigdzy
liposomami lecytynowymi 5 natywnymi HDL.

Surowice zawierajaca HDL jako jedyna frakcje lipoproteinowa
(S-HDL) inkubowano przez 1h w 37°C z liposomami lecytynowymi,
przy stosunkach fosfolipidow HDL do fosfolipidow liposomow
(FL-HDL/FL-LP) LI, 1:3 1 1:5. W wyniku interakcji pomigdzy
S-HDL z liposomami powstaje nowa, heterogenna frakcja
lipoproteinowa wedrujaca z ruchliwoscia pre-f3 w zelu agarozowym,
zlozona z czastek zawierajacych apo A-I lub/i apo A-II. Liposomy
i frakcje pre-B wytracano z mieszanin inkubacyjnych za pomoca
heparyny i CaCl,. Dzigki temu wykazano, ze ilo$¢ apo A-I oraz apo
A-II uwalnianych z HDL wzrastata wraz ze wzrostem stgzenia FL
liposoméw w mieszaninie inkubacyjnej. Przy stosunku
FL-HDL/FL-LP wynoszacym 5:1 HDL tracity okoto 9% apo A-II
Elektroforeza dwukierunkowa w 0,75% agarozie - gradiencie zelu
poliakrylamidowego (2-27%), w warunkach niedenaturujacych
wykazata, ze w populacji zawierajacej apo A-I dominowaty czastki
o $rednicach od 8,3 do 11,3 nm, natomiast w populacji zawierajacej
apo A-II czastki o $rednicach od 8,7 do 9,1 oraz od 9,7 do 10,5 nm.
Na podstawie analizy dystrybucji apo A-I i apo A-II we frakcjach
pre-p powstajacych przy roznych stosunkach FL-HDL/FL-LP
stwierdzono, ze wzrost stezenia FL liposoméw nie wplywal na
wielkos$¢ powstajacych czastek lipoproteinowych. Wskazuje to, ze
cechuje je stata proporcja lipidow i bialek. Za najwazniejsza
obserwacjg nalezy uzna¢ fakt, ze w populacji zawierajacej apo A-II
generowane sa gtownie mate czastki, o $rednicy okoto 7,9 nm, a wigc
zblizonej do $rednicy prekursorowych HDL wystepujacych
W 0s0CZU.

Inkubacja pelnej surowicy z liposomami wykazata, ze takze
w obecnosci innych lipoprotein reakcja pomigdzy HDL i liposomami
prowadzi do przesunigcia apo A-I i A-II z HDL do
nowopowstajacych czastek o ruchliwosci pre-f. Na podstawie
wielkosci czastek zawierajacych apo A-II znajdujacych si¢ w tej
frakcji pre-p mozna wnioskowaé, ze w tych warunkach czgs$é
uwolnionej apo A-II wiazata si¢ w z czastkami lipoprotein niskiej
gestosci (VLDL).

Wyniki przedstawione w pracy wykazaty po raz pierwszy, ze podczas
transferu FL do HDL, apo A-Il uwalnia si¢ z czastek dojrzatych HDL
i tworzy nowe okreslone populacje czastek dyskoidalnych.
W warunkach fizjologicznych HDL pozyskuja FL od lipoprotein
transportujacych triacyloglicerole - VLDL i chylomikronow.
Powstawanie przy tym matych dyskoidalnych HDL A-II moze mie¢
wazny wpltyw na metabolizm lipoprotein. Czastki takie mogtyby
wbudowywac sig do sferycznych HDL A-I na drodze mechanizmu
zaleznego od acylotransferazy lecytynowo-cholesterolowej (LCAT)
i W ten sposob uczestniczy¢é w przemianach HDL zachodzacych
w osoczu. Badania nad zwiazkami funkcjonalnymi pomigdzy apo A-
II i hipertriglicerydemia wskazuja, ze HDL A-II moglyby
wbudowywa¢ si¢ tez do czastek VLDL i modulowa¢ hydrolizg
triacylogliceroli. HDL A-II moglyby tez oddzialywacd
z przezblonowymi transporterami ABC A-l i wplywa¢ na proces
powrotnego transportu cholesterolu.

Cze$¢ wynikow uzyskanych w pracy byla prezentowana na 8-mym
Migdzynarodowym Kongresie Chorob Tetnic Wiencowych (Praga,
Czechy, 11-14.10.2009 i opublikowana w New Approaches In
Coronary Artery Disease, Proceedings of the 8" International
Congress of Coronary Artery Disease, 2009 . str. 71-74).
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Marcelina Giinther- Peplinska
Promotor: dr hab.med. Ewa Bryl,
Zaklad Fizjopatologii GUMed

"Wystepowanie limfocytow TCR af i TCR y6 we krwi
obwodowej i plynie stawowym u chorych na
reumatoidalne zapalenie stawow"'.

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest najczgstsza artropatia
zapalna wsrod rasy kaukaskiej. Charakteryzuje je symetryczny
obrzgk stawow rak i stop. RZS moze mieé takze swdj poczatek
w stawie kotanowym, gdzie gromadzi si¢ wysigk zapalny, w ktorym
obecne sa limfocyty T. Mimo wielu przeprowadzonych badan nie
wyjasniono jak dotad patogenezy choroby. W ostatnich latach
przyjeto hipoteze zakladajaca systemowy przebieg RZS, tj.
zauwazono zaangazowanie obwodowego uktadu odpornosciowego,
tj. limfocytow T, ktore pelnia wazna rolg w indukcji zmian, ktorych
wynikiem jest uszkodzenie stawow.

W pracy badano immunologiczne podtoze reumatoidalnego
zapalenia stawow. Uwage poswigcono badaniom komorek
posiadajacych receptor TCR, czyli limfocytow T aff oraz T v we
krwi obwodowej i ptynie stawowym u pacjentow z RZS. Glowny
nacisk potozono na charakterystyke fenotypowa limfocytow
T zreceptorem TCR w obu kompartmentach.

Do badan wykorzystano material biologiczny pochodzacy od
pacjentdw z RZS oraz ludzi zdrowych. W grupie badanej (chorzy na
RZS) pobierano tego samego dnia krew obwodowa oraz pltyn
stawowy ze stawu kolanowego. W grupie kontrolnej analizie
poddano krew obwodowa.

Dzigki zastosowaniu nowoczesnej techniki, jaka jest cytometria
przeptywowa, mozliwa byla ocena ekspresji antygenow
powierzchniowych dla poszczegdlnych subpopulacji limfocytow
TzTCRapiTCRYS.

Uzyskane wyniki wskazuja na istotne zwigkszenie ilosci oraz
odsetka limfocytow TCR y6 w plynie stawowym w poréwnaniu do
poziomdéw we krwi obwodowej tych samych oséb. Naleza one do
roznych subpopulacji, co przemawia za heterogennoscia
immunologiczna RZS, wspoélistniejaca z rdéznym przebiegiem
klinicznym choroby, Przedstawione wyniki wnosza wazne elementy
do poznania patomechanizmu reumatoidalnego zapalenia stawow
i moga stanowi¢ poczatek szerszej analizy, ktéra docelowo moze
sta¢ si¢ czynnikiem prognostycznym przebiegu RZS.

Filozofia klasyczna wobec problemoéw bioetyki

Kazimierz Szatata
RECENZJA KSIAZKI
Tadeusz Slipko S. J.: ,,Bioetyka” Wydawnictwo Petrus, Krakow
2009 stron 519.

Kiedy coraz czgsciej stajemy wobec probleméw moralnych,
ktore najwyrazniej przerastaja nas i nie potrafimy jednoznacznie
ocenia¢ naszych dziatan, chcielibySmy na nowo wréci¢ do
autorytetow. Dotyczy to zwlaszcza zagadnien zwiazanych
z nieustannym postgpem w naukach biomedycznych, ktore niemal
z dnia na dzien zmieniaja oblicze nowoczesnej diagnostyki i terapii.
Cos$, co wezoraj mozna byto znaleZz¢ co najwyzej na kartkach ksiagzek
futurystycznych staje si¢ zespotem faktéw, ktére czasem ciesza,
czasem za$ napawaja nas niepokojem a nawet przerazeniem. Dzigki
wciaz poszerzajacym si¢ mozliwo$ciom diagnostyki mozemy dzi$
zebra¢ jak najwigksza ilos¢ informacji o stanie pacjenta, co pozwala
na skuteczniejsze dziatania prewencyjne i terapeutyczne, ale tez przy
ztym ich zastosowaniu otwiera pole do manipulacji i naduzy¢.

Wiemy zatem dobrze, ze bardziej niz kiedykolwiek
potrzebujemy solidnej wiedzy antropologicznej i glebokiej refleksji
etycznej, ktora pozwolitaby dobrze oceni¢ szanse i zagrozenia, przed
jakimi staje wspotczesna medycyna. Z tym wigksza radoScia
przyjmujemy ukazanie si¢ nowej ksiazki znanego krakowskiego
moralisty ks. prof. Tadeusza Slipki, ktory jest wielkim autorytetem
w dziedzinie nauk moralnych nie tylko w Polsce, ale i w Europie.
Mam na mysli monograficzng pracg ,,Bioetyka. Najwazniejsze
problemy” stanowiaca jakby podsumowanie wieloletniej pracy nad
najbardziej trudnymi problemami moralnymi wspotczesnego $wiata.

Autor znanych i cenionych podrgcznikow akademickich do etyki
[Tadeusz Slipko: ,, Zarys etyki ogélnej”, Krakéw 1974.” oraz ,, Zarys
etyki szczegotowej ”, tom 1-2, Krakow 1982”/, ktore doczekaly sig
wielu wydan, tym razem przedstawia nam solidna filozoficzna
refleksj¢ nad szansami i zagrozeniami, jakie niesie dla czlowieka
wspolczesna medycyna. Na tle wielu prac dotyczacych badz co badz
modnej dzi§ problematyki biotycznej, praca prof. Slipki jest
wyjatkowa. Autorem jej jest bowiem nie jeden z elokwentnych
postmodernistow przedstawiajacych w atrakcyjny sposob
relatywistyczne ujgcia, w ktorych cztowiek uwolniony od prawdy
i dobra czuje si¢ ,,panem wilasnego losu”, panem wtasnych ocen
moralnych skrojonych na miar¢ mojego $wiatopogladu. Prof.
Tadeusz Slipko, absolwent Wydziatu Teologicznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego reprezentuje powazna szkole klasycznej
arystotelesowsko-tomistyczne;j filozofii. Jest autorem opierajacym
swoja koncepcje na najwigkszych autorytetach klasycznej mysli.
Przez wiele lat wyktadat etyke w Akademii Teologii Katolickiej
w Warszawie, gdzie jako jeden z pierwszych polskich autoréw
zajmowat si¢ problemami, ktore dzi$ sa przedmiotem zrodzonej
w latach siedemdziesiatych ubieglego stulecia bioetyki /,, Granice
zycia. Dylematy wspélczesnej bioetyki”, Warszawa 1978/ .

Czytelnik omawianej pracy dowie si¢, ze wbrew powszechnej
opinii, iz kazdy na swoj sposob moze uprawia¢ bioetyke, i moze
glosi¢ dowolne poglady w tej dziedzinie, bioetyka jest nauka i to nie
byle jaka. Jak kazda inna dyscyplina posiada swoj przedmiot
i metodg. Jest nauka filozoficzna dystansujaca wszelkie, zaledwie
emocjonalne, jak tez jakosciowe ujecia cztowieka. U podstaw
bioetyki, ktora jest niczym innym, jak jedna z etyk szczegétowych
lezy jaka$ wizja czlowieka, inaczej mowiac jaka§ antropologia
/Aktualnie funkcjonujqce koncepcje czlowieka omawia Roman
Darowski w ksiqzce ,, Filozofia czlowieka. Zarys problematyki”,
Krakow 2008/.

Wiasciwie wszystkie dzisiejsze spory w etyce czy bioetyce sa
Ww gruncie rzeczy sporami o koncepcjg czlowieka. Dlatego tak bardzo
cenna jest lezaca u podstaw etyki ks. prof. Slipki realistyczno-
personalistyczna koncepcja osoby ludzkiej. Realistyczna, bo
ujmujaca cztowieka jako realny byt, nie tylko element jakiej$
struktury spotecznej, jakiegos projektu, czy jakiej$ wizji Swiata. Jest
personalistyczna, bo ujmuje czlowieka, jako osobg a wigc byt
rozumny, $wiadomy swej obecnosci w $wiecie, byt przytomny
zdolny do poznawania $wiata, formutowania ocen i dokonywania
wolnych wyborow. Jako takiemu bytowi przystuguje przynalezna
mu w sposob bezwzgledny godnosé.

W swoim obszernym, bo liczacym ponad pigéset stron dziele ks.
prof. Slipko proponuje rzetelna refleksje filozoficzna nad Zyciem
ludzkim w jego pelnym, osobowym wymiarze. Wprowadza
przejrzysty porzadek w najczg$ciej powierzchowne i byle jakie
proby podejmowania kwestii biotycznych. Jak przystato na porzadny
dyskurs filozoficzny, majacy swoj wzorzec w dzietach Arystotelesa
i Cycerona wszelka refleksj¢ rozpoczyna od zdefiniowania
przedmiotu, ktérym si¢ zajmuje. Zdefiniowaé bowiem jakies
pojgcie, to co prawda jeszcze nie filozofia, ale nie da si¢ filozofowac
wowczas, gdy do konica nie wiemy, czym si¢ zajmujemy.

Okazuje sig, ze juz sama definicja bioetyki, jaka funkcjonuje
w literaturze jest niejednoznaczna. Bioetyka uprawiana najczesciej
w interdyscyplinarnych $rodowiskach przypisywana jest ona do
roéznych dziedzin, niekoniecznie zwiazanych z filozofia, w ktorej
tylko jest miejsce dla refleksji moralnej /Dla przykiadu prof. O. Wilson
w ksiqzce ,,Sociobiology: the Nev Synthesis" uwaza, ze zagadnienia
bioetyki nalezy oddaé dzis w rece biologow. Por: ,,Une méme éthique
pour tous?" sous la dir. de Jean-Pierre de Changeux, ed. Odile Jacob,
Paris 1997. s 78./Ks. profesor Tadeusz Slipko sytuuje bioetyke
w filozofii, ktora jest jedyna nauka dysponujaca narz¢dziami
poznawczymi pozwalajacymi na formulowanie norm moralnych
opartych na prawdzie o cztowieku. , Bioetyka [...] stanowi dziat
filozoficznej etyki szczegotowej, ktora ma ustalic oceny i normy
(reguly) moralne wazne w dziedzinie dziatan (aktow) lidzkich
polegajqcych na ingerencji w granicznych sytuacjach zwiqzanych
z zapoczqtkowaniem Zycia, jego trwaniem i smierciq” /Tadeusz
S'lipko S. J.: ,,Bioetyka” Wydawnictwo Petrus, Krakow 2009 s 18/.
Prawda jest, ze podejmowanie zagadnien bioetycznych wymaga
szczegOtowej wiedzy na temat zaawansowanych procedur
biomedycznych, wiedzy z poziomu nauk eksperymentalnych i jest
rzecza oczywista, ze bioetyka musiby¢ uprawianazawsze w jakim$
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interdyscyplinarnym kontekscie.
Jednak oceny moralne rozpoznanych faktow moga by¢ formutowane
na terenie filozofii i w oparciu o solidna filozoficzna antropologig.

Prezentowana w ksiazce wyktadnia bioetyki jako etyki
szczegdtowej, budowana jest na naturalnym poznaniu
filozoficznym. Jako taka, nie moze by¢ w zadnym razie uznawana za
stanowisko $§wiatopogladowe. Wrazliwos¢ metodologiczna
krakowskiego filozofa oczyszcza mysl filozoficzna z wszelkich
$wiatopogladowych wpltywow. Nie ignoruje stanowisk religijnych
i $wiatopogladowych, ksztaltujacych nasza §wiadomos$¢ moralna.
W tym sensie mozna powiedzie¢, ze jest glgboko zanurzona
w tradycjg chrzescijanska.

Pierwszym zespolem omawianych zagadnien wiazacym si¢
z szeroko pojeta ekologia, bedaca nauka o srodowisku naturalnym
czlowieka. Jak mozna si¢ szybko zorientowac, podobnie jak cala
bioetyka, dziedzina ta wymaga uporzadkowania. Ksiadz profesor
Slipko zwraca uwage na dwie orientacje filozoficzno-etyczne
okreslajace nasz stosunek do przyrody. Pierwsza zwiazana jest
z biblijng zacheta ,,czyncie sobie ziemi¢ poddang” prowadzaca do
dominacji nad przyroda, druga za§ wywodzaca sig, jak to nazywa
nasz autor, z ,.kultu zycia” do swoistego partnerstwa w relacjach
z przyroda. Zardbwno w jednej, jak i drugiej wizji kryje si¢ wiele
niebezpieczenstw. Ekologia, jaka proponuje ksiadz profesor Slipko
jest nauka mocno osadzong w solidnych podstawach jakie daje
antropologia filozoficzna. By bowiem dobrze zrozumie¢ odniesienia
cztowieka do jego naturalnego srodowiska, trzeba wiedzie¢, kim jest
czlowiek. A to przeciez w naszej kulturze jest coraz mniej jasne
/Znakomity filozof szwajcarski prof. Marie Dominique Philippe
mowi, ze temat czlowieka jest ,,niechodliwy” w naszej kulturze. Tym
co ,,chodliwe” zajmujq si¢ jednak sofisci, a nie filozofowie. Por.
., Trzy mqdrosci” z M. D. Philippe rozmawia Fédeéric Lenoir, przekitad
Agnieszka Kurys, Wydawnictwo Karmelitow Bosych, Krakow 2008,
5. 26/.

Drugi wazny zespdt zagadnien moralnych podjgtych przez ks.
prof. Slipk¢ w ,,Bioetyce” stanowi szeroko pojeta inzynieria
genetyczna. Krakowski profesor, ze swoja rzetelna metodyka
porzadkuje zagadnienia, definiuje podstawowe pojgcia
i charakteryzuje poglady obecne w aktualnych dyskusjach i w koncu
formuluje swoje stanowisko oparte na antropologicznych
i aksjologicznych podstawach filozoficznych.

Ks. Slipko doktadnie omawia wszystkie kwestie moralne
dotyczace poczatkow ludzkiego zycia (embriologia, manipulacje
genetyczne, zapltodnienie pozaustrojowe, ,,macierzynstwo
zastgpcze, problem ,,produkcji” i zamrazania embrionéw ludzkich,
diagnostyka prenatalna i aborcja), odnoszac je do podstawowej
prawdy o cztowieku w jego pelnym osobowym wymiarze. Cho¢, jak
to juz zaznaczyli§my, ksiadz profesor Slipko reprezentuje w swych
pogladach etyke katolicka, w ujgciach prezentowanych probleméw
nie ma nic z ciasnego dogmatyzmu, ale uczciwy dialog ze
wszystkimi obecnymi dzi$§ stanowiskami w filozofii czltowieka
lezacej u podstaw rozwazanych problemow bioetycznych. Widaé to
wyraznie przy okazji omawiania szczegétowych zagadnien. Wbrew
powszechnym opiniom o zastrzezeniach moralnych przedstawicieli
etyki katolickiej dotyczacych badafh prenatalnych ks. Slipko
wyjasnia, ze wtedy, gdy badania te otwieraja perspektywg nowych
dotad niedostgpnych mozliwosci terapeutycznych, zastuguja one na
uznanie. Gdy sa tylko elementem dziatan zmierzajacym do
wyeliminowanioa nienarodzonego cztowieka z takich czy innych
wzgledow staja si¢ one elementem zespotu niegodziwych dziatan
nie respektujacych naleznego prawa cztowieka do nienaruszalnosci
jego zycia.

Wsrod licznych zagadnien poruszonych w omawianym
obszernym compendium bioetycznym na szczegdlna uwage
zastuguja rozwazania dotyczace eksperymentow medycznych,
transplantologii, dziatan terapeutycznych przynoszacych w skutkach
okaleczenie, czy tez dziatan, ktorych celem jest pozbawienie zycia
czlowieka, w celu uwolnienia go od cierpienia. Ksiadz profesor
Slipko jednoznacznie sprzeciwia si¢ wszelkim formom eutanazji
biernej i czynnej. Nie akceptuje tez zasady walki o zycie cztowicka za
wszelka ceng, wtedy, gdy cztowiek stojacy w obliczu nieuchronnej
$mierci jest na etapie agonii.

Dla glebszego zrozumienia pojgcia tak zwanej ,,godnej $mierci”
ks. Slipko proponuje wyjscie poza jezyk czysto medyczny ktory

pozwala spojrze¢ na agoni¢ nie jak na stan chorobowy, ale etap
w zyciu osobowym czlowieka. Zwraca uwagg, ze nalezy go ujaé
w innym, niz medyczny kontekscie. ,,Jezeli okreslenie , godnej
Smierci” ma sens, to wlasnie w tym kontekscie, gdy gasnie nadzieja
uleczenia czlowieka, nalezy mu stworzy¢é warunki mozliwie
odpowiedniego zejscia z tego Swiata”’/Por. ,, Trzy maqdrosci” z M. D.
Philippe rozmawia Fédéric Lenoir, przeklad Agnieszka Kurys,
Wydawnictwo Karmelitow Bosych, Krakow 2008, s 435/- czytamy
w omawianej ksiazce.

Nie jestesmy w stanie omowi¢ wszystkich zagadnien, jakie zostaty
podjete w omawianej ksiazce.  Szkoda, ze zabraklo tam
wyodrebnienia zagadnien dotyczacych rozwijajacej si¢ wraz
z innymi dziedzinami medycyny diagnostyki laboratoryjne;j.
Ksiazka powstala na bazie wieloletnich badan siggajacych lat
osiemdziesiatych ubieglego stulecia, kiedy nie bylo jeszcze
w naszym kraju $wiadomosci odrgbnosci diagnostyki. Jesli jednak
przypomnimy sobie zdanie wielkiego autorytetu w $wiecie
medycznym z przetomu XIX i XX wieku Witadystawie Bieganskim,
ktory byt wrogiem tworzenia jakichkolwiek etyk szczegdtowych,
uznajac, ze podstawowe, ogdlne normy moralne sa wystarczajaca
baza dla formulowania ocen w zagadnieniach szczegdtowych,
mozemy z cata pewnoscia stwierdzi¢, ze jest to ksiazka réwniez dla
diagnostow. Wyznacza bowiem jasng metodg badan opartych na
personalistycznej antropologii filozoficznej, na ktorej budowaty sig
zreby naszej europejskiej cywilizacji.

APEL

Do tych wszystkich Kolezanek i Kolegow, ktorzy wykonuja czynnos$ci
diagnostyki laboratoryjnej i dotad nie dysponuja dokumentem ,,PWZDL”.
Postgpowanie takie jest naruszeniem zasad etyki zawodowej oraz jest
niezgodne z obowiazujacym prawem [vide: Rozdzial 8 pt:
,-Odpowiedzialnos¢ karna”, art. 71 ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. 0
diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity.: Dz. U. 04. 144. 1529 z po6zn.
Zm.)].

Czestaw Glowniak
Sekretarz KRDL

UWAGA

Prosimy uprzejmie, tych wszystkich PT Diagnostow Laboratoryjnych,
ktorzy ostatnio:

-uzyskali specjalizacje,

-zmienili adres zamieszKkania,

-zmienili dowod osobisty,

-zmienili zaklad pracy,

- zmienili nazwisko,
Aby w trybie pilnym przestali do biura KIDL kserokopig (potwierdzona za
zgodnos$¢ odpisu z oryginatem), w/w dokumentow, zgodnie z art. 8 ust. 3
ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity:
Dz.U.2004.144.1529 zpozn. Zm.).

Czeslaw Glowniak
Sekretarz KRDL

PRZYPOMNIENIE

Informujemy wszystkich ,ze wyniki badan laboratoryjnych sg autoryzowane
przez Diagnost¢ Laboratoryjnego poprzez podpisanie wyniku i
przystawienie pieczatki(wedtugjednolitego wzoru, ustanowionego uchwata
Nr82/11/2009 z4 listopada 2009 roku).

Czestaw Glowniak
Sekretarz KRDL

KOMUNIKAT RZECZNIKA DYSCYPLINARNEGO KIDL
Rzecznik Dyscyplinarny KIDL nie odpowiada na telefony
i anonimowe pisma .

Uprzejmie informujg, Ze zainteresowane osoby i strony kierujace do
Rzecznika Dyscyplinarnego KIDL (ul. Konopacka 4, 03-428 W-wa) skargi
i pisma powinny przesyta¢ je pisemnie (!!!) z podaniem adresu do
korespondencji, za§ w przypadku PT Diagnostow Laboratoryjnych, oprocz
adresu, nalezy poda¢ numer wpisu na listg¢ diagnostow lab. DANE TE
POZOSTAJA WYLACZNIE W DYSPOZYCJI I DO INFORMACIJI
RZECZNIKADYSCYPLINARNEGO KIDL

Ewa Tuszewska
Rzecznik Dyscyplinarny KIDL
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Wiener labswietuje
50-lecie istnienia

Firma zatozona zostata w 1960 roku przez
dra Miguela Rojkina i Jose Berlanda z mysla
podporzadkowania badan naukowych i tech-
nologii potrzebom ochrony zdrowia poprzez
wprowadzanie produktéw jednoczesnie inno-
wacyjnych i niezawodnych.

Siedziba gtéwna Wiener lab, zaktady produk-
cyjne oraz Centrum Badan i Biotechnologii
znajduja sie w Rosario w Argentynie. Firma
produkuje zestawy odczynnikow i dostarcza
aparature dla potrzeb analizy biochemicznej,
koaguologicznej, hematologii oraz immuno-
logii. Produkty te wytwarzane sg dla laborato-
riow klinicznych i specjalistycznych.

Wiener lab dziata w oparciu o wysokowykwa-

likowanych naukowcéw, technologoéw i spec-

www.wiener-lab.com.ar
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jalistow, co pozwala na konstruowanie

wiekszosci produktow we witasnym
Centrum Badan i Biotechnologii. Niektore
produkty s efektem projektéw opraco-
wspoélnie z

wywanych instytucjami

o Swiatowej renomie.
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