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Czas Bo¢,ego Narodzenia to chwila zatrzymania sié i refleks;ji
nad tymi bliskimi, ktérych po raz pierwszy nie ma z nami przy
wigilijnym stole.
W tym roku po¢ egnalicemy cew. p. Anné Ojak - cz2owieka
oddanego diagnostyce i tworzeniu samorzidu diagnostow
laboratoryjnych.
(Ew. p. Anna Ojak by3a osob? niez:iomn?, konsekwentn?,
odznaczaj'ct sié charyzmatem ducha, odpowiedzialnocecit
| bezinteresownoceci?, bezwzglédnie g3oszic! prawdé
w spolaryzowanym otoczeniu, choae nios3o to z sob? trudy i przyk
konsekwencje. By3a oddana do kofca. Cierpienie ofiarowa3a za
diagnostow laboratoryjnych - tak powiedziaa w rozmowie
telefonicznej przed cemierci?.
Wierzymy, ¢ e droga nam cew. p. Anna Ojak pozostanie w nasze
pamiéci symbolem troski o dobro zawodu, bezinteresownej prac
na rzecz samorztdu zawodowego oraz rozwijania etosu zawodu
diagnosty laboratoryjnego w cerodowisku medycznym i w cerodowifgku
pacjentow.
Wspominajic cew. p. Anné Ojak mycelimy rownie¢, o diagnostac
laboratoryjnych, ktérzy odeszli tego roku do domu Ojca.
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Patomechanizm gospodarki ¢,elazem w niedokrwistoceci
Kazimierz Kuliczkowski

Katedra i Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi
i Transplantacji Szpiku AM we Wroc3awiu

Niedokrwistoceae (anemia) to objaw charakteryzuj'cy sié obni¢ eniem
poni¢sej normy dla danej populacji sté¢enia hemoglobiny i liczby
erytrocytéw. Przyczyn! powstania niedokrwistoceci mog! byse
w kolejnoceci patofizjologicznej:

1. niesprawnocea ,producenta” szpiku powsta3a w wyniku
ro¢nych mechanizméw - np. w niedokrwistoceci chorob
przewlek3ych, w niedokrwistoceci aplastycznej, w zespodach
mielodysplastycznych, bia’aczkachitp.,

2. nadmierna utrata w wyniku ostrych czy przewlekdych
krwawien,

3. nadmierne niszczenie erytrocytbw hemoliza w wyniku
nieprawid3owych zmian w erytrocytach wrodzonych lub
nabytych,

4. brak niezbédnych sk3adnikdw do produkcji erytrocytéw
w wyniku:

- niedoboréw pokarmowych,
- zaburzonego wch3aniania,
- nieprawidowej gospodarki tymi sk3adnikami np.
niedokrwistoceae w przewlek3ym zapaleniu, w procesach
immunologicznych.
Czésto przyczyny powstawania niedokrwistoceci s! z3o¢0ne
i uczestniczt w nich ré;,ne mechanizmy np. niedokrwistoceae
w przebiegu nowotworu. Do najczéstszych niedokrwistoceci nale¢ !

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

W gospodarce ¢ elazem wiele poznano, ale te¢, nadal s? tutaj bia3e
plamy wymagajice dalszych badafi. U dobrze od¢ywionego
cz3owieka 3 - 4 g ¢elaza jest zwilzane z hemoglobin!, codziennie
potrzeba 20 - 25 mg dla syntezy hemoglobiny. “elazo jest
reutylizowane w wiékszooeci z rozpad3ych erytrocytow,
a bezpowrotne straty z przewodu pokarmowego i pow3ok skérnych

niedokrwistoceae z niedoboru ¢elaza i niedokrwistocese chordb stuzupesniane w diecie codziennejw iloceci 1 mgdlamé¢czyznil-3

przewlekdych (ACD anemiaof chronic disease).

“elazo w organizmie 70 kg cz3owieka 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 stanowi' magazyny
tkankowe (5).

G36wnym zadaniem erytrocytow jest dostarczanie tlenu do tkanek

i temu celowi s2u¢y hemoglobina sk3adajtca sié z hemu (pierceciefi
pirolowy zwitzany z ¢elazem) i bia%ka globiny oraz
charakterystyczna budowa erytrocyta. Niedobory g3dwnie ¢ elazalub
upoceledzenie struktur erytrocyta i jego sk3adowych upoceledzajt
transport tlenu czego wynikiem jest niedotlenienie tkanek, hipoksja.
W komorkach calego cia3a znajduj! sié ,.czujniki” tlenowe, czynniki
transkrypcyjne wrag liwe na niedobér tlenu. Niedob6r tlenu indukuje
ich aktywnooceee i pobudzenie transkrypcji genéw biorlcych udzia3
W przeciwdzia3aniu temu np. poprzez produkcjé erytropoetyny
stymulujicej szpik do zwiékszonej produkcji erytrocytow, co z kolei
ma wp3yw na mechanizmy regulujice dostarczajice sk3adnikéw do
ich produkcji np. ¢ elazo, wit. B12, kwas foliowy i in. Oprocz genéw
odpowiedzialnych za produkcjé erytrocytow, ulegajt indukciji
réwnie¢, geny stymulujice angiogenezé aby poprawize dostarczanie
tlenu do tkanek. Tym czynnikiem trankrypcyjnym jest czynnik
indukowany hipoksjt - HIFa (hypoxia-inducible factor).
Dotychczas opisano ich trzy rodzaje: HIB;1 HIB;2 HIB-3 . Przy
prawid3owej zawartooeci tlenu w tkankach ulegajt one niszczeniu
przy pomocy hydroksylaz nale¢tcych do nadrodziny dioksygenaz
zale¢ nych od 2-oksyglutaranu, ktére hydroksylujtc proliné czynnika
transkrypcyjnego HIF& w obecnoceci tlenu umogliwiajt
przy3tczenie bialka VHL (von Hippel-Lindau), ktére jest
rozpoznawane przez ligazé E3 ubikwityny, co prowadzi
w ostatecznoceci do degradacji I ydroksylazy te nazywane st
PHD (prolyl hydroxylase domain containing proteins) i opisano
dotyczasich 4 rodzaje. Oprécz wrag liwoceci natlen i2-oksyglutaran,
wymagajl do swojej aktywnoceci rownies*Fe .
aktywuje te hydroksylazy, natomiast niedobdr tlenu stabilizuje
HIF-4 i dochodzi do transkrypcji genéw odpowiedzialnych za
erytropoetyné i angiogenezé. Obok hydroksylaz jest jeszcze jeden
czynnik odpowiedzialny za regulacjé HE-- ,- inhibitor (FIH Factor
Inhibiting HIF), ktory hydroksylujlc w nim w obecnoceci tlenu
asparaginé hamuje jego dzialanie. Wp3yw na angiogenezé czyni
czynniki HIF-4 wa¢inymi w procesie cancerogenezy
(Ryc.1.)(3,7,14).

Obecnocez tlenu

mg dla kobiet (wiécej z powodu dodatkowej utraty przez miesitczki)

i wzrasta przy niedoborze ¢elaza. Oprécz hemoglobiny ¢elazo
zawieraj': mioglobina, cytochromy, redukaza rybonukleotydowa,
akonitaza, zlepy ¢ elazowo -siarkowe (ISC - iron - sulphur clusters)
tj. biaska z Fe-S przenoszice elektrony (2, 3, 9). elazo znajduje sié
réwnie;, w moézgu, gdzie podlega podobnym mechanizmom
transportu i wch3aniania jak opisano poni¢ej. W diecie ¢elazo
wystépuje w dwoch postaciach: nieorganiczne co stanowi 90%
i organiczne w postaci hemu 10%. Wch2anianie ¢elaza zalesy od
rodzaju diety, zawartego w niej ¢ elaza . W diecie bogatej w miéso,
¢€elazo w po3owie pochodzi z hemu hemoglobiny czy mioglobiny,
a w innych czéoeciach cewiata przy diecie ubogiej w miéso, pochodzi
z rocelin jako Pe . Kwas askorbinowy redukujic ¢elazo do
dwuwartoceciowego Fe zwiéksza jego wch3anianie. Fityny
i polifenole zawarte w pokarmach rocelinnych hamujt resorbcjé (3).

Dotychczas zidentyfikowano trzy drogi wch3aniania ¢ elaza:

1. nieorganiczne Fe po redukcji do Fe transportowane do
enterocyta przez DMT1 (Divalent Metal Transporter I-
Transporter Dwu wartoceciowe go Metalu)

2. hem transportowany jest przez bia’ko HCPI (Heme Carrier
Protein |- Bia3ko nocenikowe hemu 1)

3. transport ¢ elaza trojwartoceciowegd (Fe ) do enterocyta mog e te¢,
odbywaee sié drog! integrynowo - mobiliferynow! - IMP
(Integrin - mobiliferin pathway) niezbyt dobrze poznant.

Ryc. 2. LIP - labile iron pool (zmienna pula ¢ .elaza), Mitochondr. -
mitochondrium, reszta objaceniefi w tekcecie.
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DMT1 przenosi ¢ elazo dwuwartoceciowe przez szczytow! b3oné
cytoplazmatyczn! enterocytu. Opisano mutacje tego n@oenik
u chorych z niedaj'c! sié leczyae niedokrwistocecit z niedoboru ¢ elaza.
“elazo pokarmowe trojwartoceciowe zostaje zredukowane przez
cytochrom dwunastniczy b (Dcytb - Duodenalcytochrome b,
reduktaza ¢ elazawa) znajduj'cy sié w szczycie enterocytu, choae wg
niektérych nie jest to niezbédne dla przenoszenia przez DMT1 (1,3).
Jak przenoszone jest ¢elazo wewnltrz komorki dok3adnie
niewiadomo. Z enterocyta ¢elazo jest przenoszone z powierzchni
podstawowe - bocznej przy pomocy ferroportyny (FPN1 -
Ferroportin 1). Transporter ten znajduje sié réwnie¢, na powierzchni
podstawowe -bocznej syncytiotrofoblasta 3o¢yska jak
i w makrofagach wtroby (w3'czajic komorki Kupfera), celedziony
i w hepatocytach. "elazo dwuwartoceciowe jest utleniane do
trojwartoceciowego przez oksydazé ¢ elazaw! - hefestyné (hephestin),
zwilzan! z b3on! komérkow! i zawierajica liczne jony miedzi
wymagane dla jej aktywnoceci. Podobn! rolé spe3nia dla innych
komarek ceruloplazmina produkowana w wtrobie i krigtca we
krwi. U3atwia ona uwalnianie ¢elaza z komorek. Uwolnione ¢ elazo
trojwartoceciowe we krwi jest transportowane przez transferyné,
ktora sk3ada sié z dwoch globularnych p3atéw, ka¢ dy 3iczy sié zjedna
czisteczk! ¢elaza. Produkowana jest g36wnie w wltrobie ale te¢,
iwmozgu (Ryc. 2.).

Makrofagi, komorki odpornoceciowe odgrywajt réwnie¢ rolé
w gospodarce ¢elazem, fagocytujt erytrocyty, a uwalniaj'c ¢ elazo,
wp3ywaj! na jego sté¢enie we krwi. Sfagocytowane erytrocyty st
transportowane przez wakuole fagocytarne do wnétrza komorki,
a z wakuol ¢elazo transportowane jest do cytoplazmy przez
homologiczne do DMT1 biatko zwane Nrampl. Z kolei

z makrofagbw ¢elazo jest transportowane na zewnltrz przez
feroportyné.

Do innych homologow transferyny nalesy wymieniae
melanotransferyné i laktoferyné. Laktoferyna odgrywa g26wnie rolé
obronnt jako czynnik przeciwbakteryjny, a rola melanotransferyny
nie jest dok3adnie okrecelona.

“elazo transferyny jest przekazywane receptorom transferynowym
drog! endocytozy. Receptory st obecne powszechnie na komérkach.
Po zwilzaniu receptora z Fe - transferyn! drog! endocytozy
kompleks ten jest przenoszony do cytoplazmy, (elazo jest
redukowane do dwuwartoceciowego prze reduktazé ¢ elazaw! Steap3
i transportowane przez DMT1 do cytoplazmy, a kompleks receptor
transferynowy i transferyna st przenoszone na zewntrz komorki

i transferyna uwalnia sié. Ca3y ten proces trwa 3 minuty (3). elazo
w komaorce mog¢ e byae wbudowywane do hemu lub zlepéw ¢ elazowo -
siarkowych lub sk3adowane w ferytynie, aby byae zu¢ytym p6Yniej.
Zaréwno hem jak i zlepy ¢elazowosiarkowe s! syntetyzowane
w mitochondriach, gdzie ¢elazo jest pobierane przez midoferyné,
bia3ko b2ony mitochondriéw. Tutaj sk3adowane jest w bia3ku
frataksynie, ktore przez to zapobiega powstawaniu wolnych
rodnikow. Mutacje tego biaka s! odpowiedzialne m.in. za ataksjé
Friedreicha.

Ferrytyna jest cytoplazmatycznym, powszechnie wyra¢anym
(expressed), globularnym bia3kiem spichrzajicym ¢elazo (w iloceci
0ko30 4500 jondw) w swym wnétrzu po utlenieniu przez 3aficuch Ldo
trojwartoceciowego. W cytoplazmie ferrytyna jest zwilzana
z mikrotubulami. Ferrytyna niezwi'zana z ¢elazem nazywana jest
apoferrytyn!, a zwi'zana holoferrytynt. Niewielka, glikozylowana
czéceae ferrytyny jest wydzielana do surowicy przez co mog¢emy
oceniage stan magazynow ¢elaza (12). Hemosyderyna réwnie¢, jest
sk3adowiskiem ¢ elaza. Budowa nie jest dobrze poznana, sk3ada sié
z ferrytyny, z denaturowanej ferrytyny i innych bia3ek, ¢elazo st*d
jesttrudno dostépne.

Hem jak wspomniano jest przenoszony przez biatko HCP1, ktére
przenosi w cadoceci czisteczké do cytoplazmy. Ekspresja tego bia3ka
zwiéksza sié pod wp3ywem hipoksji, a po3o¢enie w cytoplazmie
zalegy od zawartoceci ¢elaza w organizmie. Zwykle jest
w cytoplazmie i przy b3onie komérkowej, przy niedoborach ¢elaza
znajduje sié tylko przy b3onie. W cytoplazmie hem jest degradowany
przez oksygenazé LHCP1 réwnie¢, przenosikwas foliowy (2, 3).
“elazo tréjwartoceciowe jest przenoszone przez bia3ko opiekuficze -
mobiliferyné i adhezyjne - integryné p3. W niedoborach ¢elaza
mobiliferyna jest wydzielana do cewiata jelita, gdzie jedna cz!stka
wité e 2 czistki ¢ elaza, w b3onie komérkowej 3iczy sié z integryn?.
Ca%y ten kompleks 3iczy sié w cytoplazmie z flawinow?

monooksygenaz! i DMT1. Kompleks ten nazywa sié paraferrytyn?.
Redukuje on ¢elazo tréjwartoceciowe do dwuwartoceciowego, ktore
nastépnie jesttransportowane przez DMT1 z wakuol (3).

Regulacja gospodarki ¢ elazem

Komarki regulujt gospodarké ¢ elazem zaréwno podczas pobierania,
sk3adowania jak i zuiywania. Ekspresja ferrytyny i receptora
transferyny s! regulowane na etapie postranskrypcyjnym przez
sté¢senie ¢elaza wewnltrzkomérkowego. mRNA tych biasek
posiadajt sekwencje regulowane przez ¢ elazo - IRE (iron responsive
elements). Obni¢ enie sté¢ enia ¢ elaza w komorce powoduje, ¢ e bia3ka
spokrewnione z enzymem akonitaz! zwane IRPI lub IRP2 (iron
regulatory protein) wit¢,! sié z IRE stymulujic translacjé (Ryc. 3)
(8,17). Transport ¢ elaza wewnttrz komorki nie jest dobrze poznany,
¢elazo niezwilzane ani z ferrytynt ani z mitochondriami tworzy pulé
labilnt (LIP - labile iron pool). G36wnym regulatorem gospodarki
¢elazem jest hepcydyna. Najpierw wyizolowano j* z ultrafiltratu
0s0cza, a hastépnie z moczu i ze wzglédu na pochodzenie z witroby
i w3asnoceci bakteriobdjcze nazwano j hepcydyn? (11). Hepcydyna
jak sié okaza3o jest g2déwnym hormonem odpowiedzialnym za
gospodarké ¢elazem. £iczic sié z feroportyné niszczy jt

i w konsekwencji ¢elazo nie jest transportowane na zewn'trz
komorek np. hepatocyta, enterocyta czy makrofaga. Ekspresja
hepcy-dyny na poziomie transkrypcji jest modulowana przez stany
zapalne, wysycenie transferyny ¢ elazem, niedobor ¢ elaza, hipoksjé.
Pod wp3ywem zapalenia IL-6 wil¢ e sié z receptorem na hepatocycie
i stymuluje czynnik transkrypcyjny Stat3, ktéry zwiéksza
transkrypcjé hepcydyny.

Ryc. 3. Objacenienia w tekoecie.

Hemojuwelina (HJV) to nastépny regulator sté¢enia hepcydyny.
Znajduje sié on w witrobie, sercu i miéceniacliwoch formach:
zwi'zanej, b3%onowej i wolnejObie te formy konkurujt jeceli chodzi

0 indukcjé transkrypcji hepcydyny wp3ywajic ostatecznie na jej
wynik. Forma zwilzana wspé3dziada z kompleksem BMP2/BMP4
wzmagajic wilzanie tego kompleksu do receptorow | i Il kinaz
serynowo -treoninowych, ktére fosforylujt Smad regulowany przez
te receptory, a ten z kolei 3iczy sié ze Smad4 i kompleks ten
przemieszcza sié do jidra, gdzie indukuje transkrypcjé hepcydyny.
Rozpuszczalna hemojuwelina konkuruje o kompleks BMP2/BMP4
przez co hamuje transkrypcjé. Ekspresja obu form hemojuweliny
b3onowej i wolnej zale¢y od stéienia ¢elaza zwilzanego
z transferyn? (holotransferyny). Uwalnianie z b2ony komdrkowej
rozpuszczalnej hemojuweliny jest hamowane przez holotransferyné,
natomiast niedobor ¢elaza i hipoksja stymulujt produkcjé formy
rozpuszczalnej, stabilizujic te¢, hepcydyny. Hepcydyna natomiast
indukuje ekspres;jé furyny, ktéra uwalnia z b2ony komérkowej woln*
hemojuweliné (Ryc.4). Mutacje zaréwno hemojuweliny, jak

i hepcydyny prowadz! do nadmiernego gromadzenia ¢elaza,
hemochromatozy typu Il. Innym czynnikiem wp3ywajtcym
pocerednio na regulacjé ¢elaza jest blonowa proteaza serynowa -
matryptaza 2 (matriptase 2 -TMPRSS6), ktora rozk3adaj'c blonow?
hemojuweliné hamuje transkrypcjé hepcydyny. Opisano
niedokrwistoceci oporne naleczenie ¢.elazem (IRIDA - iron refractory
iron deficiency anemia) wywo3ane mutacj' matryptazy 2. (1, 3, 4,
8,11,12,15,16).
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Ryc. 4. BMP - cytokina (bone morphogenetic protein), Stat3, Smad -
czynnikitranskrypcyjne

Hemochromatoza typu | jest mutacj* biatka HFE, ktore rownieg¢,
uczestniczy w regulacji gospodarki ¢elazem, ale jego mechanizm
dzialania nie jest dok3adnie poznany jeszcze. Bia2ko to jest wyra¢,one
w niewielkim stopniu w wiékszoceci komérek, a w du¢ej iloceci
w komorkach krypt jelita i witrobie. Ekspresja ta jest odwrotnie
proporcjonalna do absorpcji ¢elaza, brak tego biatka wilie sié
z nadmiernt absorpcjt, a nadmierna ekspresja hamuje. Biako to
3iczy sié za 2 mikro globulint w cytoplazmie i kompleks ten pojawia
sié na powierzchni komorki gdzie reaguje z receptorem
transferynowym | - TfR1. Uwa¢a sié, ¢ e biatko HFE jest sensorem
zawartooeci bia’ka w organizmie u¢ywajlc do tego sté¢enie
saturowanej transferyny (holo-transferyny). Po3iczenie
z holotransferynt uwalnia HFE od TfRI i 3iczy sié z receptorem
transferyny 2 - TfR2, kt6ry indukuje transkrypcjé hepcydyny.
Trzeci typ hemochromatozy zwitzany jest z mutacj' receptora
transferyny TfR2, ktéry wspé3pracuje z HFE.
Czwarty typ hemochromatozy dotyczy mutacji feroportyny
inazywany jest chorob? feroportynow?(3, 10).
Jakie wynikajt z tego praktyczne wskazowki diagnostyczno-
laboratoryjne?
Niedobor ¢ elazatradycyjnie mo¢ na podzielise na:
— niedokrwistoceee z niedoboru ¢ elaza,
— niedobor ¢ elaza tkankowego (opré¢ nione magazyny tkankowe -
depleted iron stores).

Anemié z niedoboru ¢elaza diagnozuje sié stwierdzajic obni¢one
wysycenie transferyny (<15%), niskie sté¢enie ferrytyny {<12 g/L)
oraz wzrost sté¢enia rozpuszczalnego receptora trangfery
(>6mg/100/ml), a w badaniu szpiku brak ¢elaza po zabarwieniu
b3ékitem pruskim. Drugim narztdem, ktérego punktat barwi sié na

erytroblastow przy prawid3owo zaopatrzonych magazynach jak to
ma miejsce np. u chorych dializowanych nazywa sié funkcjonalnym
niedoborem ¢ elaza (functional iron deficiency) i mo¢na je oceniae
przy pomocy wysycenia transferyny. W rd¢nicowaniu ACD

z niedokrwistocecit z niedoboru ¢elaza mo¢ée pomdc obliczenie
wskaYnika rTf/f (stosunek rozpuszczalnego receptoratransferyny do
logarytmu ferrytyny). Wartoceze wiéksza ni¢, 2 sugeruje niedoboér
¢elaza, mniejsza od | wskazuje naACD.

Z kolei podwy¢szenie sté¢enia ferrytyny i zwiékszona saturacja
transferyny ¢ elazem plus odpowiedni wywiad (nie by2o przetoczen
krwi) stwarza podejrzenia wrodzonej hemochromatozy (2, 3, 6,
9,17). W monitorowaniu niedoboru ¢ elaza u¢ywane st nastépujice
parametry (5):

— sté¢ enie ferrytyny w surowicy,

— barwienie szpiku (wymagana jest obecnooeae grudek w preparacie)
na ¢ elazo oceniana posiloceciowo w skali: 0-4+,

— wysycenie transferyny ¢ elazem,

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

— sté¢ enie hemoglobiny,

— MCy,

— MCHC.

Niskie sté¢enie ¢elaza i ferrytyny i wzrost wilzania ¢elaza przez
transferyné cewiadcz! o dalszym niedoborze ¢elaza po tym jak
magazyny sieciowe zostady opré¢nione. Gradacjé tego niedoboru
pozwalaj! oceniae wy¢ ej wymienione parametry. Niedobor ¢ elaza ,jak
wspomniano dotyczy poczltkowo magazynow tkankowych,

a nastépnie objawu dalszego niedoboru w postaci niedokrwistoceci.
W przedstawionym poni¢szym opisie podane st nieprawid3owe
parametry dla poszczegoélnych etapow niedoboru ¢elaza i przy
nasilaniu sié objawéw przy kolejnych etapach dodawane st kolejne
pojawiajice sié nieprawid3owe parametry. Za Conradem(5) mo¢ na
wyrd¢ nise szeceae etapdw w powstawaniu niedoboru ¢ elaza:

zmniejszenie ¢elaza w magazynadmniejszone sté;enie
ferrytyny w stosunku do normy i zmniejszenie ¢elaza
w barwieniu szpiku na ¢ elazo

opré¢ nienie_magazynowprzejawia sié obni¢eniem stégenia
ferrytyny <12fag/100mlibrakiem ¢, elazaw barwieniu szpiku,
ukryty niedobér ¢ elazedodatkowo pojawia sié zmniejszenie
wysycenia transferyny i wzrost wolnej protoporfiryny
w erytrocytach

erytropoeza w niedoborze ;elazdalsze zmniejszenie
wysycenia transferyny, zwiékszenie wolnej protoporfiryny w
erytrocytach, zmniejszenie Hb o oko3o | g i nieznaczne
zmniejszenie MCV12

niedokrwistoceae wczesna z niedoboru ¢ dilgae zmniejszenie
olgHb, atak¢,e zmniejszenie MCViMCHC

niedokrwistoceze p6Yna z niedoboru ¢ elalsze zmniejszenie
MCViMCHC

W leczeniu niedokrwistoceci z niedoborem ¢elaza stosuje sié

obecnoceze (elaza jest witroba. Niedokrwistoceae ta reprezentujgreparaty tego pierwiastka w miaré mog liwoceci doustnie wyjltkowo

ostatnie stadium opré¢ nienia magazynoéw tkankowych. Z drugiej
strony pamiétajlc, ¢e ferrytyna i stéienie ¢elaza w surowicy
zmieniaj! sié pod wp3ywem zapalenia (sté¢ enia ¢ elaza zmniejsza sié,
a ferrytyny wzrasta), dlatego w diagnostyce ré¢ nicowej niedoboru
¢€elazanale¢y uwzglédniae obecnoceae procesu zapalnego.

Anemia choréb przewlek3ych (ACD) lub inaczej zwana
niedokrwistocecit z zapalenia/nowotworu (Al - anemia of
inflammation/malignancy) w cewietle przedstawionej gospodarki
¢elazem staje sié te¢, bardziej zrozumiada. W tej niedokrwistoceci
dochodzi do zmniejszenia produkcji erytropoetyny, uszkadzajicego
dzialania cytokin na erytroblasty, a zwiékszona ekspresja hepcydyny
zmniejsza uwalnianie ¢ elaza z komérek w ktérych ono sié znajduje,
a gwnie z makrofagéw i jest ono przez to niedostépne dla
erytroblastéw. Niedokrwistoceae ma charakter mikrocytowy
z niedoborem ¢elaza, sté¢enie ferrytyny jest prawid3owe lub
podwy¢szone, ale nie wy¢sze nig, 100 g/L, a stésenie receptora
transferyny prawid3owe. Niedobor ¢elaza potrzebnego dla

dog ylnie. Odpowiedzit na leczenie jest retykulocytoza w 5 - 10 dniu
stosowania, a hemoglobina wzrasta o 1,0 g tygodniowo. Leczyae
powinno sié dodatkowo 1-2 miesitce po ustipieniu niedokrwistoceci,
aby uzupe®niee magazyny tkankowe.

W leczeniu niedokrwistoceci chordb przewlek3ych g36wnym
postépowaniem jestleczenie choréb bédicych przyczyn! tejanemii.
Reasumujtc, przyby?o wiele danych dotycztcych niedoboru ¢elaza
i jego regulacji co pomaga w diagnostyce i leczeniu. Nadal te¢, jest
wiele bia3ych plam, ktore, jak s!'dzé, béd! systematycznie
zamalowywane gromadztct sié wiedz?.
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Wybrane testy czynnoceciowe w laboratoryjnej
diagnostyce endokrynologicznej
Marta Faryna
Zak3ad Diagnostyki Laboratoryjnej Wydzia3u Nauki
0 Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

W diagnozowaniu chorob endokrynologicznych czésto
oznaczanie hormonéw w warunkach podstawowych nie jest
wystarczajice. Powodem mo¢e byese krotki okres po3trwania
i epizodyczny charakter wydzielania hormonu. Uzyskiwanie
wynikéw prawid3owych bidY granicznych stécenia hormondéw
w diagnozowaniu endokrynopatii wymaga stosowania testow
czynnoceciowych. S! to przede wszystkim testy oceniajice rezerwé
przysadkow?, wykorzystujlce GnRH (gonadoliberyné), ltor
stymuluje uwalnianie gonadotropin, TRH (tyreoliberyné),
stymulujtct uwalnianie TSH (tyreotropiny) i prolaktyny oraz
hipoglikemié poinsulinow?!, pobudzajict uwalnianie hormo
wzrostu i ACTH (kortykotropiny). Innymi czésto wykonywanymi
testami jest test z ACTH, stymulujicy koré nadnerczy,
wykorzystywany w diagnozowaniu niedoczynnoceaei kory nadnerczy
oraz test hamowania uwalniania ACTH i kortyzolu
deksametazonem, stosowany w diagnostyce nadczynnoceci kory
nadnerczy.

Ocena wydzielania hormonu wzrostu jest istotna u dzieci

z niskim wzrostem i u o0s6b doros3ych z podejrzeniem
niedoczynnoceci przysadki.

GH (hormon wzrostu) charakteryzuje sié krotkim okresem
pé3trwania (20-50 minut), epizodycznym wydzielaniem
z maksymalnym wyrzutem w czasie pierwszych godzin snu. St'd
oznaczanie jego Stéienia w surowicy ma ograniczon! wartooese
diagnostyczn!. Bardziej przydatne jest oznaczanie IGF-1
(insulinopodobnego czynnika wzrostowego-1), ktory wykazuje

wiéksz! stabilnoceae sté¢enia we krwi ze wzglédu na wilzanie sié

z bia3kami nocenikowymi. Sté¢enie IGF-1 jest podwy¢szone
w stanach zwiékszonego wydzielania hormonu wzrostu, ale bywa
prawid3owe w stanach jego niedoboru. Dlatego do oceny rezerwy
wydzielniczej hormonu wzrostu wykorzystuje sié nastépuj'ce testy
dynamiczne;

- test z GHRH (somatoliberyn?), wykorzystujtcy
podwzgorzowy czynnik uwalniajicy. Wk3ucie sié do ¢y3y powinno
byae wykonane 30 minut przed rozpoczéciem testu, a krew pobrana do
oznaczenia GHw - 30i 0 minucie testu. Nastépnie w szybkiej iniekciji
dosylnej podaje sié GHRH w iloceci | g/kg i pobiera krew do
oznaczenia GHw czasie 15, 30, 451 60 minut po iniekcji.

U wiékszoceci zdrowych pacjentéw wzrost GH, wynoszicy
powy¢ ej 10 ng/ml pojawia sié€ po 30-60 minutach. Niektorzy autorzy
podkrecelajtjednak, ¢,e chocia¢, GHRH wydaje sié byae bardzo dobrym
bodYcem, to test wykorzystujicy ten hormon charakteryzuje sié mast
powtarzalnocecit.

-test z arginint, ktérajest najczéceciejwykorzystywanym
aminokwasem  do pobudzenia wydzielania hormonu wzrostu.
Wk3ucie sié do ¢y3y powinno byse wykonane 30 minut przed
rozpoczéciem testu, a krew pobrana do oznaczenia GH w tym samym
czasie i 0 minucie testu. P&Yniej podaje sié 10% roztwoér argininy
wiloceci 0,5 g/kg w citgu 30 minut.

Krew pobierana jest co 30 minutw czasie 2 godzin trwania testu.

Zwiékszenie sté¢ enia GH obserwuije sié u oko3o 70% zdrowych
0s6b. Stwierdzono, ¢e wstépne leczenie estrogenami kobiet
w okresie pomenopauzalnym i mé¢ czyzn nasila odpowiedY GH na
wlew argininy. Prawid3owe wartoceci testu to wzrost GH powy¢ ej 6
ng/ml u pacjentéw nieleczonych estrogenami i powy¢ej 10 ng/ml
u pacjentéw, ktérzy przyjmowali estrogeny i u kobiet w okresie
przedmenopaualnym.

- test hipoglikemii poinsulinowej, wykorzystujlcy
hipoglikemié jako silny bodziec uwalniajicy GH. Wykonanie testu
polega na podaniu pacjentowi insuliny o krétkim czasie
dzia3ania (insuliny krystalicznej) w dawce koniecznej do uzyskania
glikemii < 40 mg/dl. Dawka ta wynosi 0,1 j.m./kg u oséb zdrowych,
0,2 j.m./kg u 0s6b oty3ych i z zespo3em Cushinga oraz 0,05 j.m./kg
w przypadku niewydolnoceci nerek lub podejrzenia niedoczynnoceci
przysadki. Krew pobierana jest 15 minut przed podaniem insuliny,
a potem w odstépach 15-minutowych do 2 godzin po podaniu
insuliny.

Wzrost wartoceci GH, przekraczajicych 10 ng/ml wyklucza
rozpoznanie niedoboru tego hormonu. Wartoceci poni¢ej 5 ng/mi
potwierdzaj! niedobér GH. Wyniki pocerednie s! trudne
do interpretacii.

Mimo, ¢ e test hipoglikemii poinsulinowej jest najpewniejszym
sposobem wykrycia zmniejszonej sekrecji hormonu wzrostu,
wykonuje go sié rzadko i to tylko w obecnoceci lekarza w ocerodkach
endokrynologicznych o odpowiednim docewiadczeniu. Mog?!
bowiem wystlpisee objawy cié¢kiej hipoglikemii ze strony
ocerodkowego uk3adu nerwowego. Istniej! tak¢ e przeciwwskazania
do wykonania testu jak choroby sercowo-naczyniowe, haczyniowo-
moézgowe przebiegajice z drgawkami, niedoczynnoceze tarczycy,
hipokortyzolemia. Nie powinno sié go tak¢e wykonywaae u 0sob
starszych.

Uwag a sié, ¢ e niedobor lub brak GH mog,e byae rozpoznany, jeceli
2 z 3 opisanych powy, ej testow daj wyniki nieprawid3owe.

Obecnie u 0s6b doros3ych z podejrzeniem niedoboru GH mo¢,na
stosowaae 3'czne podanie argininy i GHRH, gdy¢ wyniki st
poréwnywalne z tymi, ktore s uzyskiwane w tececie hipoglikemii
poinsulinowej. Do oceny niedoboru hormonu wzrostu
wykorzystywane st te¢gtesty z L-DOPA, klonidyn?, glukagonem
i test wysitkowy. Uwag a sié jednak, ¢e majt one mniejszt wartocese
diagnostyczn? od testéw omoéwionych powy¢ ej.

Nale¢sy podkrecelice, ¢e uzyskanie w tececie stymulacyjnym
stésenia GH powy¢ej 10 ng/ml wyklucza brak lub niedobér GH.
Z drugiej strony u 0s6b zdrowych mo¢ emy nie obserwowaae wzrostu
sté¢ enia GHwtececie stymulujicym.

Z kolei do oceny nadmiernego wydzielania GH wykorzystuje
sié:

- test z doustnym podaniem glukozyPacjentowi, bédicemu na
czczo, podaje sié glukozé w dawce 75-100 gramoéw. Krew w celu
oznaczenia GHiglukozy pobierana jest w odstépach 30-minutowych
w cilgu 2 godzin testu. U oséb zdrowych obserwuje sié silne
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hamowanie wydzielania GH do sté;enia poni¢ej 2 ng/ml. Brak
supresji wystépuje w akromegalii, ale tak¢e w giodzeniu,
niewydolnoceci nerek i wltroby oraz w niewyrownanej

cukrzycy.

Hiperprolaktynemia jest czéstym zaburzeniem
endokrynologicznym. Rozré¢ niamy hiperprolaktynemié organiczn?,
spowodowan! gruczolakami przysadki i hiperprolaktynemié
czynnoceciow! - psychogennt czy wystépujict w wyniku dzia3ania
lekéw np. antagonistéw receptora dopaminowego. Przy granicznych
wartoceciach prolaktyny lub przy podejrzeniu utajonej
hiperprolaktynemiiwykonuje sié testy dynamiczne:

- test z metoklopramidem w ktérym blokowane st receptory
dopaminowe. Ze wzglédu na wzrost stésenia prolaktyny po
wystipieniu ré¢,nych czynnikéw stresowych krew na jej oznaczenie
pobierana jest 10 minut przed rozpoczéciem testu i tu¢s, przed
podaniem preparatu. Metoklopramid podaje sié dog¢ylnie w iloceci
10 mg, anastépnie pobiera krew po 15i30 minutach.

W warunkach fizjologicznych prolaktyna powinna wzrosn'ee nie
wiécej ni¢, 10-krotnie. Zwiékszenie sté¢enia prolaktyny ponad 10-
krotn! wartoceae wyjoeciow! przemawia za zwiékszonym uwalnianiem
prolaktyny.

- test z TRH, wykorzystujicy fizjologiczny stymulator
wydzielania prolaktyny. TRH podaje sié do¢ylnie w iloceci 200 g,
akrew pobieranajestw czasie-10, 0, 30i 60 minut.

W warunkach fizjologicznych prolaktyna powinna wzrosnlee nie
wiécej ni¢, 3-krotnie.Test z TRH mo¢, e byee tak¢ e wykorzystywany do
oceny rezerwy wydzielniczej TSH. Sté¢enie hormonu
tyreotropowego powinno wzrosntae co najmniej 2,5 krotnie, nie
przekraczajic wartoceci 18 IU/ml. Obecnie test jest wykonywany
w diagnostyce takich jednostek chorobowych jak niedoczynnocese
tarczycy pochodzenia ocerodkowego (brak lub zmniejszony wzrost
TSH albo odpowiedY opdYniona i przed3u¢,ona), zespody opornoceci
na hormony tarczycy (prawid3owy lub nadmierny wzrost TSH),
gruczolak przysadki mézgowej wydzielajicy TSH (brak wzrostu
TSH).

Test mo¢ na rownie¢, wykorzystase w diagnostyce akromegalii,
gdzie niekiedy obserwowany jest wzrost sté¢ enia hormonu wzrostu
przy braku takich zmian u ludzi zdrowych.

W zaburzeniach podwzgdérzowo-przysadkowych, dotycztcych
wydzielania gonadotropin, czésto uzyskuje sié sté¢senia FSH i LH
w zakresie wartoceci referencyjnych lub nieznacznie obni¢one.
Woéwczas bardzo pomocny jest test, s3u¢lcy do oceny rezerwy
wydzielniczej gonadotropin:

- test z GNRH.Gonadoliberyné podaje sié do¢ ylnie wiloceci 100
ig. Probki w celu oznaczenia sté¢senia FSH i LH pobierane st
w czasie 0, 30i 60 minut.

Wzrost sté¢enia LH o 12-23 1U/1 uwa¢ga sié za prawid3owy.
Sté¢ enie FSHwzrasta wolniej i w mniejszym stopniu. Test stosuje sié
przede wszystkim w diagnostyce hipogonadyzmu
hipogonadotropowego, gdzie wzrost sté;enia gonadotropin po
podaniu GnRH wy¢szy od uznanego za prawidiowy ocewiadczy
o uszkodzeniu podwzg6rza, a ni¢,szy - o uszkodzeniu przysadki.

Niedoczynnooeze kory nadnerczy mo¢e wynikaae z pierwotnego
uszkodzenia kory nadnerczy lub niedoboru ACTH. Oznaczanie
sté¢enia ACTH w osoczu nie jest wystarczajice ze wzglédu na krotki
okres pé3trwania hormonu i epizodyczny charakter jego wydzielania.
Zwykle wyniki st interpretowane 3'cznie z wynikami oznaczef
kortyzolu. Nale¢y jednak podkrecelize znaczne nak3adanie si
wynikow oznaczefi kortyzolu u 0s6b z niedoczynnocecit kory
nadnerczy z wynikami, uzyskanymi u osob zdrowych. Stid istnieje
koniecznoceae wykonaniatestow czynnoceciowych takich jak:

-,Szybki" test z ACTH (syntetycznym ACTH -
Synacthenem) ktéry s3u¢sy do bezpoceredniej oceny wydzielania
hormonéw przez koré nadnerczy, ale pocerednio ocenia te¢,
wydzielanie ACTH. Oceniany jest jako bardzo dobry test do
diagnozowania pierwotnej i wtérnej niedoczynnoceci kory nadnerczy.
250 ( g ACTH podaje sié do¢ylnie w ,bolusie”, a krew pobierana
jest w czasie 0, 30 i 60 minucie testu w celu wykonania oznaczenia
sté¢ eniakortyzolu.

W warunkach prawid3owych sté;enie kortyzolu powinno
przekroczyae 20 g/dl. Brak po¢ldanego wzrostu kortyzolu
potwierdza pierwotn? lub wtérn* niedoczynnoceae nadnerczy. Wynik
oznaczenia ACTH mog e zré¢ nicowase te dwie jednostki chorobowe.
Przy prawid3owym wyniku ,szybkiego" testu z ACTH a dugym

podejrzeniu wtérnej niedoczynnoceci kory nadnerczy mo¢na
wykonaged3ugi" test zACTH. Podaje sié wowczas | mg preparatu
depot ACTH i pobiera krew w celu oznaczenia sté¢ enia kortyzolu nie
tylko w czasie 0, 30 i 60 minucie po podaniuACTH, ale tak¢.e po 2, 4,
6, 8, 12 i 24 godzinach. We wtoérnej niedoczynnoceci nadnerczy
sté¢ enie kortyzolu wzrasta zwykle po 24 godzinach testu.

W celu bezpoceredniej oceny rezerwy wydzielania ACTH
wykonuje sié trzy nastépujice testy: hipoglikemii poinsulinowej,

z metopironem i z CRH. Wykonanie tych testow nie jest przydatne,
jeceliwynik ,szybkiego"testu zACTH jest nieprawid3owy.

- test hipoglikemii poinsulinowej, opisany powy¢ej SsSuéy
nie tylko do oceny wydzielania hormonu wzrostu, ale tak¢e do
oceny wydzielania ACTH, gdy¢, hipoglikemia jest bodYcem do
wydzielania zaréwno hormonu wzrostu jak i hormonu
adrenokortykotropowego. Hormonem oznaczanym jest jednak
kortyzol, a nie ACTH ze wzglédu na pulsacyjny charakter jego
wydzielania.

Wartoceci kortyzolu, przekraczajtce 20 ( g/dl wystépujt u oséb
zdrowych i cewiadcz! o prawid®owej rezerwie ACTH. Nalegy
pamiétaee, ¢ e u pacjentdw z hipokortyzolemi! mog¢ e wystlpige ciéika
hipoglikemia podczas wykonywania testu, dlatego wczeoeniej nalegy
wykonaee test pobudzajicy zACTH.

-test z metopironem. Metopiron jest zwitzkiem, hamujtcym
aktywnoceee all -hydroksylazy, enzymu katalizujtcego ostatni etap
syntezy kortyzolu, czyli hydroksylacjé 11-deosykortyzoto
kortyzolu. Spadek sté¢enia kortyzolu prowadzi do wzrostu
wydzielania ACTH i prekursorow kortyzolu w tym
11 -deoksykortyzolu. Obecnie preferowana procedura
wykonania tego testu to doustne podanie o pé3nocy metopironu
w dawce 30 mg/dl i pobranie krwi rano w celu oznaczenia kortyzolu
i 11-deoksykortyzolu.

Sté¢enie kortyzolu powinno wynosiee ponigej 10 ( g/dl, aby
mo¢ na by30 uznaae za wystarczajice zahamowanie Il -hydroksylac;ji.
Natomiast sté¢enie 11-deosykortyzolu powinno wzrosntae powyg ej
71 g/dl. Poczitkowo test ten by?® wykorzystywany w ré¢ nicowaniu
choroby Cushinga, spowodowanej nadmiernym wydzielaniem
ACTH od zespo®u Cushinga w przebiegu guza kory nadnerczy.
W chorobie Cushinga wydzielanieACTH wzrasta po podaniu
metopironu, tak jak u oséb zdrowych, a w przypadku guza nadnerczy
nie obserwuje sié zmian. Obecnie ze wzglédu na mog¢liwoceee
oznaczania ACTH i wykonania testu z CRH nie jest ju¢
wykorzystywany w tym celu. Nie straci® jednak znaczenia przy
podejrzeniu czéceciowego niedoboru ACTH, gdzie ,szybki" test
zACTH jest prawid3owy.

- test z CRH (kortykoliberyn?) , wykorzystuj'cy fizjologiczny
zwilzek do pobudzania wydzielania ACTH, ro¢nicuje drugo-

i trzeciorzédow! niewydolnoceae kory nadnerczy. Wykorzystywany
jest te¢, tak¢e do ro¢nicowania przyczyn hiperkortyzolemii. CRH
podaje sié dog¢ylnie w dawce | g/kg (u doros®ych zwykleil00 g),
a krew pobiera sié w celu oznaczenia kortyzolu w surowicy i ACTH
w 0soczu przed podaniem preparatu oraz 15, 30, 45, 60190 minut po
iniekcji CRH.

Za prawid3owy uwag,a sié wzrost ACTH do sté¢ enia wiékszego
ni¢, 50% wartoceci wyjoeciowej (najbardziej typowy wzrost -
przekroczenie dwu-, trzykrotne wartoceci wyjoeciowych), a kortyzolu
powy¢ej 7,5 g/dl. We wtérnej drugorzédowej niewydolnoceci kory
nadnerczy nie obserwuje sié wzrostu sté¢enia ACTH i kortyzolu.
Nale¢y podkreceliee, ¢ e test ten jest najmniej u¢yteczny z opisanych
testéw do oceny rezerwy wydzielniczej ACTH ze wzglédu na
nak3adanie sié wartoceci stéiefi hormondéw u ludzi zdrowych
i z niedoczynnocecit przysadki pod wzglédem wydzielania ACTH.
Obecnie g36éwne wykorzystanie testu to ré¢nicowanie zespo3ow
Cushinga ACTH-zale¢,nych - w chorobie Cushinga obserwuje sié
wzrost ACTH i kortyzolu po CRH, a w ektopowym wydzielaniu
ACTH jestbrak odpowiedzi.

W diagnostyce hiperkortyzolemii wa¢ ne miejsce zajmuje:

- test z ma3! dawk! deksametazonu Nocny test z | mg
deksametazonu jest dobrym badaniem przesiewowym. Pacjentowi
przed snem podaje sié | mg deksametazonu,
anastépnie rano pobiera sié krew w celu oznaczenia kortyzolu.

Sté¢ enie kortyzolu nie powinno przekraczase 1,8 ( g/dl (do niedawna
za wartoceae progow! uznawanio 5 g/dl). Potwierdzeniem zespo3u
Cushinga po dodatnim wyniku testu jest oznaczenie wydalania
wolnego kortyzoluz moczem.
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- test z du¢t dawk! deksametazonupolega na oznaczeniu
sté¢ enia kortyzolu rano, podaniu tego samego dnia p6Yno wieczorem
przed snem 8 mg deksametazonu i oznaczenie kortyzolu nastépnego
dniarano.

U 95% pacjentéw z chorob! Cushinga sté¢ enie kortyzolu obni¢a
sié ponad 50%. U chorych z guzem kory nadnerczy lub ekotopowym
wydzielanie ACTH sté¢ enie kortyzolu nie ulega zmianie.

Testy zmastiz du¢,t dawk! deksametazonu mog! byse wykonane
z wykorzystaniem oznaczenia dobowego wydalania 17-
hydroksykortykosteroidéw z moczem, a nie kortyzolu w surowicy.

W tececie z ma3! dawk! podaje sié deksametazon w iloceci 0,5 mg co
6 godzin przez 2 dni, a w tececie z dug¢,* dawk? - w iloceci 2 mg co 6
godzin przez 2 dni. Dobowe zbi6rki moczu przeprowadza sié przed
podaniem preparatu i w citgu drugiej doby testu. Wykorzystuje sié je
do oznaczania dobowego wydalania 17-hydroksykortykosteroidow.

Mimo ¢ e testy czynnoceciowe czésto st niezbédne w diagnostyce
endokrynopatii musimy pamiétaze, ¢e ich interpretacja mo¢e byae
niew3aceciwa w niektérych zaburzeniach takich jak oty3oceae, cukrzyca,
mocznica, jad3owstrét psychiczny czy depresja. Przyk¥ado
w Cié¢ kiej otytoceci zmniejszone jest uwalnianie hormonu wzrostu
w odpowiedzi na bodYce stymulacyjne a w cukrzycy typu | sté¢ enie
hormonu wzrostu wzrasta po podaniu glukozy. Réwnie¢, niektére
leki, jak sterydy, estrogeny, fenytoina i wiele innych, maj* wp3yw na
oce podwzgoérzowo-przysadkow! i tym samym zmieniajt wyniki
testow czynnoceciowych.

Picemiennictwo dostépne u autora.

Wpiyw potranslacyjnych modyfikacji
hormonow biaskowych
na wyniki oznaczefi immunochemicznych
Zbigniew Bartoszewic2” i Agnieszka Kondrackd
1) Laboratorium Naukowe; Katedra i Klinika Chordb
Wewnétrznych i Endokrynologii Warszawski Uniwersytet
Medyczny
2) Zak3ad Badawczo Leczniczy Endokrynologii; Instytut
Medycyny Docewiadczalnej i Klinicznej; Warszawa

Wstép

Hormony bia3kowe st jednymi z najczéceciej oznaczanych
metodami immunochemicznymi markeréw diagnostycznych. Na
wynik pomiaru wp3ywa wiele czynnikow, niektore st nierozerwalnie
zwilzane z ugytt metod? i wynikaj! z jej technicznych ograniczefi,
u¢ ytych przeciwcia3, analogéw, sposobu wprowadzania znacznikow
i ich detekcji, problemoéw ze standaryzacj! wieloetapowych reakcji ;
przy interpteracji wynikéw nale¢y zwrdciee bacznt uwagé na dobor
grupy referencyjnej. Rzadko jednak zdajemy sobie sprawé
z tego, ¢e istotne rd¢nice w wynikach oznaczef iloceciowych
w zale¢gnoceci od zastosowania konkretnego testu
immunochemicznego mog! byse spowodowane heterogennocecit
hormondéw lub innych bia3ek, ktérych sté; enia oznaczamy. Mog¢ e to
prowadziee do niezgodnoceci pomiédzy uzyskanym wynikiem
a stanem klinicznym pacjenta i skutkowase nieprawidiowym
wyborem metody leczenia.

W niniejszej publikacji chcielibyoemy przybli¢yee zagadnienie
wp3ywu na wynik oznaczenia sté¢enia hormondéw biatkowych ich
modyfikacji potranslacyjnych (PTM - angposttranslational
modificatiors), czyli zmian w strukturze chemicznej hormonéw
nastépujicych po zsyntetyzowaniu g3éwnego 3aficucha
polipeptydowego biatka (1). PTM prowadz! do powstawania
ré¢nych izoform tego samego hormonu biaskowego (izoform
wysokoczisteczkowych, niskoczisteczkowych oraz izoform
0 ciésarze podobnym do podstawowej izoformy monomerycznej
hormonu biatkowego ale o zmodyfikowanym sk3adzie
chemicznym), ktére najczéceciej st uto¢s,samiane z heterogennocecit
bia3ka (Rys.1). Nalegy jednak pamiétaze, ¢ e izoformy tego samego
hormonu bia3kowego mog! powstawaae réwnie¢, w wyniku udziadu
W jego syntezie wiécej ni¢, jednego genu kodujicego. Poza tym
niektére geny w czasie obrébki mRNA podlegajt procesowi
pomijania egzonu (angexon skipping ), ktéry prowadzi do
powstawaniakrétszych izoform danego bia3ka (1).

PTM zwykle wp3ywaj! na bioaktywnooeae hormondw bia2kowych,
przede wszystkim zmieniajic ich trwalocese w uk3adzie krisenia,
transport oraz powinowactwo do odpowiednich receptoréw, co
w konsekwencji wp3ywa na bezpoceredni efekt biologiczny, ktéry te

hormony wywieraj! na tkanki docelowe. Bez szczegdlowej wiedzy
dotyczicej mog¢liwych modyfikacji potranslacyjnych i innych

mechanizmoéw wp3ywajicych na wieloceae form hormonéw
biaskowych we krwi obwodowej pacjentéw, mo¢e byee trudno
prawidiowo interpretowage wynik pomiaru sté¢ enia tych hormonéw.

Wp3yw wysokoczsteczkowych izoform hormonow bia3kowych
na wyniki oznaczefi immunochemicznych

Materia3em do immunochemicznych oznaczefi hormonalnych st
przede wszystkim p3yny takie jak krew, mocz, celina, p3yn mézgowo
rdzeniowy i p3yny wysiékowe. Zdecydowana wiékszoceae oznaczefi
wykonywana jest z surowicy lub osocza krwi obwodowej, w ktdrych
wystépujt zwilzki swoicecie lub w sposob nieswoisty wil¢lce sié
z hormonami bia3kowymi. Niektore hormony majt roéwnie,
naturaln? tendencjé do agregacji tworzic dimery, oligoyner
i multimery. Powsta%e izoformy wysokocz!steczkowe
w résnym stopniu st rozpoznawalne przez przeciwciada ugyte
w tececie immunochemicznym, co w konsekwencji prowadzi do
uzyskania ré¢nych wynikow dla tej samej probki pacjenta
w zale¢noceci od rodzaju ugytego testu. Czésto nie zdajemy sobie
sprawy, ¢,e udzia3 izoform wysokoczisteczkowych w caskowitej puli
izoform danego hormonu mo¢e byse dominujtcy i one same mog?
stanowiae u¢ yteczne markery diagnostyczne.

Dobrym przyk3adem ilustrujtcym znaczenie kliniczne
wystépowania form wysokocz!steczkowych jest prolaktyna (PRL).
Ten niewielki hormon biaskowy wystépuje we krwi obwodowej
g306wnie w postaci monomerycznejizoformy podstawowej o cié¢ arze
czlsteczkowym oko30 22 kDa (2). U czéceci pacjentéow
z hiperprolaktynemit idiopatyczn! nagromadzeniu ulegajt izoformy
prolaktyny wysokocz!steczkowej tzw. makroprolaktyny o cié¢arze
powy¢ej 150 kDa (3). W skiad makroprolaktyny poza prolaktynt
monomeryczn! wchodz! krisice we krwi przeciwciala
przeciwprolaktynowe klasy 1gG lub IgM, glikozylowana izoforma
prolaktyny oraz prawdopodobnie réwnie¢, rozpuszczalny fragment
receptora dla prolaktyny. Dla surowic zawierajlcych
makroprolaktyné wyniki pomiaru sté¢efi prolaktyny w tej samej
probce pacjenta mog? ro¢ niee sié nawet 5-krotnie ze wzglédu nato, ¢.e
testy jednych producentéw rozpoznajt czisteczké makroprolaktyny
bardzo dobrze, a innych bardzo s2abo. Problem w rozpoznawalnoceci
wysokoczisteczkowych izoform prolaktyny jest istotny
z klinicznego punktu widzenia, poniewa¢ pacjenci
z makroprolaktynemi! wymagaj' innego postépowania
terapeutycznego. Udzia® wysokoczisteczkowych izoform
prolaktyny w ca3kowitej puli prolaktyny mo¢,na oszacowase poprzez
wytricenie frakcji wysokoczisteczkowych biasek glikolem
polietylenowym, odwirowanie probki i ponowny pomiar sté¢enia
prolaktyny w supernatancie (4).

Zjawisko tworzenia sié izoform wysokoczlsteczkowych nie
ogranicza sié do prolaktyny, wystépuje rownie¢ dla innych
hormonéw biaskowych np. gonadotropin (LH i FSH) czy insuliny.

W przypadku adiponektyny okazalo sié, ¢e stosunek stégefi
wysokoczsteczkowych izoform adiponektyny do adiponektyny
caskowitej jest lepszym wskaYnikiem patogenezy zesposu
metabolicznego, opornoceci na insuliné i niektérych choréb
naczyniowych ni¢ pomiar sté¢;enia adiponektyny caskowitej (5).
W surowicy adiponektyna wystépuje w formie trimeru, heksametru
oraz wysokoczisteczkowego multimetru. Poczltkowo oznaczano
tylko sté¢enie adiponektyny caskowitej, pdYniej zaczéto oznaczaee
sté¢enie izoform wysokoczisteczkowych po wstépnej degradacji
izoform monomerycznych oraz oligomerycznych proteaz! (6).
Ostatnio doceniajic wartocege diagnostyczn! wysokoczisteczkowych
izoform adiponektyny opracowano test immunochemiczny do ich
selektywnego oznaczania, w ktérym wykorzystuje sié przeciwcia3a
rozpoznajlce epitopy konformacyjne IV rzédowej struktury
adiponektyny (7).

PTM prowadz'ce do powstaniaizoform wysokoczsteczkowych
s! szczegolnie czéste w sytuacjach, gdy w krwiobiegu wystépuje
wysokie sté¢enie przeciwcia® np. w chorobach
autoimmunologicznych, w stanach zapalnych, terapii
przeciwcia3ami, u pacjentow po d3ugotrwadym kontakcie

z alergenami rocelinnymi i zwierzécymi. Powstasde
wysokoczisteczkowe izoformy immunokompleksu hormon
biaskowy - przeciwcia®o mog! w istotny spos6b zmieniae wynik
oznaczenia sté¢enia niezwilzanego hormonu. Przyk3adowo
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obecnoceee przeciwciad przeciw tyreoglobulinie (TgAb) w chorobach
autoimmunologicznych tarczycy powoduje zani¢enie wyniku
oznaczenia sté¢ enia tyreoglobuliny w surowicy. Szczego6lnie podatne
na TgAb s! testy bazujice na metodach immunometrycznych,
dlatego niektore laboratoria nadal u¢gywajl technik
radioimmunologicznych do oznaczefi tyreoglobuliny (8).

Hormony biaskowe czésto powstajt z wiékszych czisteczek
prekursorow i prohormondéw, ktérych sté¢enia w krwi obwodowe;j
mog! znacznie przekraczaee sté¢enie samego hormonu. Prekursory
i prohormony mog* byee rozpoznawane przez przeciwcia3a w tececie
immunochemicznym, ktorym mierzymy sté¢senie ws3aceciwego
hormonu i zawy¢ase wynik oznaczenia. Przyk3adem jest hormon
adenokortykotropowy (ACTH), ktéry powstaje z du¢ego biaska
proopiomelanokortyny (POMC). Pod wp3ywem dzia3ania enzymu
prohormonalnej konwertazy 1 POMC poprzez pro-ACTH jest
degradowany do biologicznie czynnej 39-aminokwasowej
czlsteczki ws3aceciwego hormonu (9). Stéienie pro-ACTH
w prawid3owej surowicy ludzkiej jest 5-krotnie wy¢sze,

a u pacjentoéw z ektopowym wydzielaniem ACTH nawet 10-krotnie
wy¢sze nig, samego ACTH. Dlatego nawet niewielka reakcja
krzy¢owa ACTH z POMC lub pro-ACTH mo¢ e wpdynise na wynik
oznaczenia ACTH. Istotnym zadaniem dla diagnosty jest wiéc
dok3adne przeczytanie informacji z ulotki producenta uest
dotyczicej swoistoceci u¢ ytych w tececie przeciwciad i zdawanie sobie
sprawy z wp3ywu reakcji krzy¢,owych na koficowy wynik sté¢enia
hormonu.

Sam prekursor lub prohormon mog¢.e te¢, byee u¢ytecznym markerem
diagnostycznym. Pomiar sté¢enia proinsuliny obok ingulin

i C-peptydu jest pomocniczym oznaczeniem m.in. w nowotworach
trzustki (10).

Wpeyw niskoczisteczkowych izoform hormonéw biakowych
na wyniki oznaczefi immunochemicznych

Izoformy niskoczisteczkowe powstajt przede wszystkim na
skutek dziadania enzymow degradujicych hormony bia3kowe
(proteazy, konwertazy prohormonalne) obecnych w p3ynach
obwodowych, tkankach i komoérkach, znacznie rzadziej st efektem
dzialania genu odpowiedzialnego za syntezé niepe3nej sekwencji
hormonu pozbawionego czéceci 3aficucha polipeptydowego.
Izoformy niskocz!steczkowe, najczéceciej o obni¢onej aktywnooeci
biologicznej zmniejszajt pulé aktywnych hormondéw natywnych,
dlatego wskazane jest hamowanie aktywnoceci enzymoéw
powodujtcych ich degradacje poprzez dodanie do prébek pacjentow
odpowiednich inhibitoréw, skrocenie do minimum czasu obroébki
probki oraz obni¢ enie temperatury jej przechowywania. Szczegoélnie
wag¢ne jest hamowanie procesu degradacji w przypadkach tzw.
hormondéw labilnych majtcych w swojej sekwencji aminokwasowej
szereg miejsc podatnych na dzia3anie enzymoéw proteolitycznych.

Dodatkowo PTHrP na skutek mutacji wystépuje w co najmniej

3 izoformach. Parathormon jest hormonem labilnym, podatnym na
dzia3anie proteolizy, ktérego oznaczenie powinno byse wykonywane
w laboratorium w pierwszej kolejnoceci. Z naszych docewiadczefi
wynika, ¢e 3 godzinne przechowywanie surowicy nad skrzepem
obni¢ga wynik stésenia PTH o ponad 10 %. Niektore fragmenty
powsta3e w wyniku proteolitycznego rozpadu PTH mog! reagowage
Z przeciwcialami w tececie immunochemicznym. Tak niezwykle
z30¢,0na sytuacja odzwierciedla trudnoceci, ktére musimy pokonaee,
aby wiarygodnie oznaczyae sté¢enie parathormonu. Wiarygodnocea
tych oznaczefi zale¢y przede wszystkim od swoistoceci przeciwcia®
w stosunku do wystépujicych izoform PTH i PTHrP oraz ich
procentowego udziadu w prébce, co w pewnym stopniu zwilzane jest
zrodzajem schorzenia pacjenta (12,13).

Wpsyw izoform o cié¢ arze cztsteczkowym podobnym do
podstawowej izoformy hormonu monomerycznego na wyniki
oznaczefi immunochemicznych.

Izoformy tego samego hormonu bialkowego o ciéiarze
czisteczkowym podobnym do podstawowej izoformy hormonu
monomerycznego powstajt na skutek dzia3ania szeregu enzymow
(np. transferaz i hydrolaz) odpowiedzialnych za do®'czenie lub
usuniécie z czisteczki hormonu niewielkich grup funkcyjnych takich
jak reszty fosforanowe, siarczanowe, amidowe, hydroksylowe lub
cukrowe. Grupy te w sposob zasadniczy mog* modyfikowaae funkcjé
biologiczn! hormonu. Izoformy o ciésarze podobnym do
podstawowej izoformy hormonu biaskowego wydajt sié mieae
mniejszy wplyw na zmiané wyniku sté;enia ze wzglédu na to, ¢e
wprowadzone grupy funkcyjne w niewielkim stopniu zmieniajt
powinowactwo przeciwcia3 u¢ ytych w tececie immunochemicznym.
Wyjitek stanowit reszty cukrowe (izoformy glikozylowane), ktére
w zale¢noceci od budowy hormonu (ilocese potencjalnych miejsc
glikozylacji) oraz mogliwoceci enzymatycznych komérek i tkanek
znacznie przewy¢ szajt cié¢arem czisteczkowym g2oéwnt izoformé
nieglikozylowan!. Do3'czone cukry mog' maskowas epitopy
rozpoznane przez przeciwcia’a i ograniczase rozpoznawalnocese
izoformy glikozylowanejw tececie immunochemicznym.

Niektore grupy funkcyjne majt zasadniczy wp3yw na mechanizm
dzialania hormonéw biatkowych. Na przyk3ad mikroheteregennoceci
w glikozylacji gonadotropin s' odpowiedzialne za ich dziaanie
biologiczne i nawet niewielkie modyfikacje kwasu sjalowego

w czlsteczce gonadotropiny kosmoéwkowej wp3ywajl na zmiané
transdukcji sygnas3u (14). Z tego powodu izoformy z do3'czon! ma3t
grup! funkcyjn! mog! byee u¢ytecznymi markerami
diagnostycznymi. Dobrym przyk3adem s! ostatnio opracowane testy
immunochemiczne swoiste dla aktywnej biologicznie izoformy
greliny acetylowanej grup! oktanylow! (AG), ktére nie reagujt

z izoform? nieacetylowan! (DG). Nale;y mieae jednak na uwadze

Jakkolwiek wiékszoceze biadek krwi jest stabilna trzeba pamiétaze, ¢e fakt madej trwaloceci izoformy AC w surowicy, ktéra 3atwo

procesu degradacji enzymatycznej nie da sié unikn'ae ze wzglédu na
obecnoceze we krwi enzyméw proteolitycznych, ktére biort udzia3
w naturalnym mechanizmie metabolizowania hormonoéw i usuwania
ich z obiegu. Proces ten mo¢,na jedynie zahamowaee poczynajtc od
etapu pobrania probki od pacjenta. Niektore niskoczlsteczkowe
fragmenty hormonoéw bia3kowych niezale¢nie od ich aktywnoceci
biologicznej mog! miege znaczenie diagnostyczne.

Dobrym przyk3adem opisujicym z30¢0nocese sk3adu izoform
hormondéw bia3kowych jest parathormon (PTH). 84-aminokwasowy,
bioaktywny parathormon (1-84 PTH), ktéry aktywuje cyklazé
adenylow! (CAP - ang.cyclase activating parathormong
syntetyzowany jest w przytarczycach z wiékszej czlsteczki pro-
PTH. Obokizoformy 1-84 PTH, ktéra stanowi 10-20% kr¢,cych we
krwi czisteczek PTH w obiegu wystépuje izoforma 7-84 PTH
inaktywujtca cyklazé adenylow! (CIP - angyclase inactivating
parathormong lzoforma 7-84 PTH dzialajica antagonistycznie do
1-84 PTH ma du¢e znaczenie diagnostyczne, szczegolnie
w nefrologii (miédzy innymi nagromadza sié w schy3kowej
niewydolnoceci nerek) (11). We krwi obwodowej wystépujt rownie,
cerodkowe (35-64 144-68) oraz C-terminalne (35-84) fragmenty PTH,
ktore tak¢, e mog! mieee potencjalne znaczenie diagnostyczne (12). W
niektorych nowotworach (np. p3uca, nerki, jajnika) nagromadza sié
réwnie¢, bia3ko podobne do parathormonu (PTHrP- pagthyroid
hormone-related prote)n zwitzek o du¢ ej homologii do PTH, ale
za ktorego syntezé odpowiedzialny jest inny gen ni¢, dla PTH (13).

hydrolizuje doizoformy DG (15,16).

Podsumowanie

Podstaw! konstrukcji testéw immunochemicznych, niezale¢ nie
od rodzaju testu immunochemicznego (testy kompetycyjne lub
kanapkowe) oraz u¢ytej technologii znakowania
i pomiaru analitu jest utworzenie kompleksu immunologicznego
pomiédzy hormonem a swoistym monoklonalnym lub
poliklonalnym przeciwcia’em. Przeciwcia’a te s! najci§cec
otrzymywane poprzez wielokrotn! immunizacjé zwierzit gdéwn?
izoform! hormonu monomerycznego lub jego fragmentem
peptydowym zwitzanym kowalencyjnie z dugym
nieimmunogennym biaskiem. W konsekwencji powstade
przeciwcia®a swoicecie rozpoznajt g36éwn! izoformé hormonu
monomerycznego lub okrecelone jej epitopy odpowiadajice wybranej
sekwencji peptydu u¢ytego do immunizacji. Z jakim
powinowactwem i czy w ogole przeciwcia3o bédzie sié wilzaze
z innymi powstadymi na skutek modyfikacji potranslacyjnych
izoformami hormonu zale¢ ne jest od ich budowy oraz dostépnoceci
konkretnego epitopu. Biorlc pod uwagé, ¢,e w p3ynach obwodowych
wystépuje mieszanina izoform hormonéw biaskowych koficowy
wynik sté¢enia, ktory uzyskujemy w tececie immunochemicznym
mo¢ e byae inny dla producentéw u¢ywajicych przeciwcias o ro¢ nej
specyficznoceci.



Wp3yw potranslacyjnych modyfikacji hormonéw bia3kowych na
wyniki oznaczefi immunochemicznych

L
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Hormonami drobnocztsteczkowymi bédziemy okrecelase hormony
nie béd'ce biatkami ani peptydami, o niskiej masie czlsteczkowej.
Bie¢ ce opracowanie dotyczyee bédzie g3déwnie hormondw tarczycy

i hormonow sterydowych, ktére wystépujt we krwi w postaci
zwilzanej z ré¢norodnymi bialkami i w znacznie mniejszych
iloceciach w formie niezwitzanej (wolnej); podobne zasady dotycz*
wieluinnych hormondw niebiakowych oraz lekow.

Frakcja zwi'zana, wolna i biodostépna
hormonéw drobnocz!steczkowych

W wilzaniu i transporcie hormondéw drobnoczisteczkowych we
krwi bior? udzia3 r6¢ ne bia3ka o wysokim lub niskim powinowactwie
do wilzanych hormonéw, czego skutkiem jest ré¢na 3atwoceae
rozdysocjowywania takich komplekséw. Hormony wolne, a tak¢e
zwilzane przez hia3ka o niskim do nich powinowactwie 3atwo
dyfundujt z naczyi wiosowatych do komérek tkanki docelowej,
gdzie 3!cz! sié z receptorami obecnymi w cytoplazmie
i zapoczitkowuj! reakcje biochemiczne (8). Na okrecelenie tej frakcji
u¢ywa sié pojéciafrakcja biodostépna, czyli podlegajica
wychwytowiw tkankach lulfrakcja bioaktywna, czyliwywo3ujica
efekt biologiczny na poziomie komérkowym. Trzeba przy tym
pamiétaze, ¢ e efekt biologiczny hormonu zale¢y nie tylko od sté¢ enia
formy biodostépnej, lecz tak¢ e od iloceci i potencjalnej aktywnooeci
receptoréw dladanego hormonu.

Uwaga sié, ¢ e biodostépna frakcja hormonow wywo3uje efekt
fizjologiczny, peni rolé w systemie zwrotnej regulacji produkciji
i wydzielania hormondéw oraz podlega metabolizmowi. Sté¢enie
frakcji wolnej lub biodostépnej lepiej ni¢, sté¢enie ca3kowitej puli
hormonéw koreluje ze stanami klinicznymi niedoboru lub nadmiaru
hormondéw (3,20). Nale¢ y tak¢,e zwrdciee uwagé, ¢ e okrecelenie ,wolne
hormony” stosuje sié w dwu znaczeniach: jako okrecelenie frakcji
wolnej, czyli niezwizanej z biatkami oraz dla odré¢ nienia od form
skoniugowanych np. z kw. glukuronowym lub siarkowym i w tym
znaczeniu stosowane jest w takich okreceleniach jak wolny kortyzol
w moczu, wolny estriol w surowicy lub wolne katecholaminy.

Bia3ka wil¢ tce i transportowe
dla hormonéw drobnocztsteczkowych

Hormony drobnoczisteczkowe wilzane st przez bia3ka
specyficzne, o dugym powinowactwie do poszczegolnych
hormonéw oraz biatka mniej specyficzne jak np. albumina,
stanowitca ponad po3owé biadek surowicy krwi. W tabeli 1 podano
sté¢enia g36wnych bialek wit¢lcych i ich udzia® w wilzaniu
osoczowej puliwybranych hormonow.

W wielu sytuacjach fizjologicznych u r6¢,nych oséb udzia® puli
biodostépnej hormonéw mo¢e wahaae sié w szerokich granicach
z powodu zmiennej iloceci biadek oraz w wyniku dzia3ania czynnikow
wpiywajlcych na ich wilzanie z bialkami. Do takich czynnikow
nale¢® niektére leki, wolne kwasy tduszczowe, oddziadywania
z innymi bia®kami, zmienny poziom glikozylacji bia3ek wit¢ tcych
lub wystépowanie ich wariantow genetycznych oraz
wspo63zawodniczenie z innymi hormonami lub cztsteczkami
o podobnych w3asnoceciach chemicznych (3,20).

Dotychczas uwag¢,ano, ¢e frakcja hormondw zwilzana we krwi
z biaskami o wysokim powinowactwie nie podlega przemieszczaniu
do cytoplazmy i jest dla receptoréw niedostépna. Jednak¢ e w cewietle
najnowszych badafi sytuacja wydaje sié byse bardziej z30¢0na,
wykazano bowiem, ;e megalina (wielkoczlsteczkowa forma
receptora LDL) bierze udzia® w endocytozie SHBG (globuliny
wilélcej hormony ps3ciowe) wraz z przenoszonymi przez nit
steroidami a hormony uwolnione w cytoplazmie 3!cz! sié tam
z receptorami (1,22); podobny mechanizm mo¢e dotyczyae
hormondéw tarczycy zwilzanych z apolipoproteinami.

Funkcje bia3ek wit¢lcych to przede wszystkim przenoszenie

hydrofobowych, nierozpuszczalnych w wodzie czlsteczek
steroidéw, utrzymywanie rezerwowej, buforujicej puli hormonu we
krwi oraz zapewnianie rownomiernego wysycenia tkanki docelowej
hormonem dziéki stopniowemu jego uwalnianiu podczas przep3ywu
krwi w naczyniach w3osowatych przez tkanké&. Zwitzanie przez
biaska zabezpiecza przed szybkim metabolizmem hormondw, co
w przypadku hormonéw tarczycy chroni organizm przed nadmiern?
utrat! jodu ,zgromadzonego” w kr¢tcych hormonach. Podawany
w podrécznikach czas poé3trwania hormonu dotyczy zwykle
cadkowitej puli hormonu (wszystkich jego frakcji), lecz frakcja
wolna podlega znacznie szybszemu metabolizmowi. Szacuje sié, ¢ e
dla wiékszoceci wolnych hormonéw drobnoczisteczkowych czas
pé3trwania wolnej frakcji jest krétszy ni¢, 10 min (8), patrz tabela 1.
W przypadku miejscowej reakcji zapalnej elastaza uwalniana przez
obecne w miejscu zapalenia neutrofile trawi bia3ka transportujice,
co prowadzi do uwalniania przenoszonych hormonow (tyroksyny
i kortyzolu) i lokalnego zwiékszenia sté¢enia ich form
biodostépnych.

Inne frakcje transportowe
hormondéw drobnoczisteczkowych

Hormony s* dostarczane do tkanek przez pe3nt krew, a nie tylko
przez osocze. Ta oczywista informacja znaczlco zmienia obraz
biodostépnoceci niektérych hormonéw drobnoczisteczkowyc
poniewa¢, musimy wziltee pod uwagé rolé wszystkich sk3adnikow
krwi w ich przenoszeniu. Dotyczy to nie tylko wszelkich bia3ek
0 odpowiednim powinowactwie, czistek lipoproteinowych, ale tak¢ e
komorek krwi. Rola komérek krwi (g3. erytrocytow, ktére dominujt
iloceciowo) jest prawdopodobnie istotna w przenoszeniu hormonéw
sterydowychn vivo . Uwagasié, ¢,e powierzchnia b3on komaérkowych
wil¢ e znaczne iloceci steroiddw obecnych we krwi (10). Jest to frakcja
czéceciowo ,niewidoczna” w badaniach analitycznych, poniewag,
pozostaje w skrzepie bldY osadzie krwinek podczas uzyskiwania
surowicy lub osocza. Witzanie steroidéw na powierzchni krwinek
ma charakter wilzania o niskim powinowactwie, wiéc frakcja ta
3atwo uwalnia sié w tkankach. Podawana w picemiennictwie i w tabeli
1 biodostépnoceee dotyczy wiéc tylko frakcji zawartej
W surowicy/osoczu, natomiastvivo  w odniesieniu do pe3nej krwi
sytuacjamog e sié ro¢ niee.

Pomiar sté¢ enia frakcji wolnej
hormonéw drobnoczisteczkowych

Ju¢, od prawie 30 lat parametrem najlepiej charakteryzujicym
status tarczycowy pacjenta jest pomiar stécenia frakcji wolnej
hormondéw tarczycy. Coraz czéceciej potrzeba oznaczania sté¢enia
wolnej frakcji formu3owana jest tak¢e w stosunku do niektorych
hormondw p3ciowych jak testosteron czy estradiol, poniewag, wyniki
uzyskane dostépnymi w rutynowej diagnostyce metodami pomiaru
frakcji calkowitej czésto nie st zadowalaj'ce dla klinicystow (5,17).
Wczeceniej dla oszacowania frakcji wolnej wykorzystywano ré¢ne
metody wskaYnikowe jak np. wskaY nik witzania hormonéw tarczycy
(THBR - thyroid hormone binding ratio) lub metodé wychwytu
(uptake test), ktore jednak nie sprawdzady sié dobrze przy
wystépujicych anomaliach w sté¢ eniach bia3ek wit¢tcych lub przy
cié¢ kich schorzeniach pozatarczycowych. Znacznie trudniejsze do
stosowania by3o wyliczanie wskaYnikow wolnych hormonow (free
hormone index), poniewa¢, wymaga3o pomiaru sté¢enia g36wnego
bia3ka wit¢ cego, a wyznaczone wartoceci referencyjne odnosidy sié
do ograniczonych grup pacjentow i warunkow fizjologicznych
(9,20,21).

Metod! referencyjn® dla pomiaru frakcji wolnej jeshetoda
dializy r6wnowagoweju¢ ywana jest tak¢,e metoda ultrafiltrowania
réownowagowego) w wariantach: metoda bezpocerednia lub ze
znacznikiem radioaktywnym. Metody te opieraj! sié na fizycznym
oddzieleniu frakcji zwitzanej z biatkami od frakcji wolnej dziéki
zastosowaniu b3ony dializacyjnej lub filtrow molekulachy

z porami o wielkoceci przepuszczajicej wy3lcznie zwilzki
drobnocztsteczkowe. Techniki te s! dooeae skomplikowane
i pracoch®onne, wymagajt m.in. precyzyjnej kontroli temperatury
(37°C), poniewa¢, wilzanie zwilzkéw drobnoczisteczkowych
z bia3kiem silnie zale¢y od temperatury. Mimo, ¢e st to metody
referencyjne uzyskuje sié ro¢ne wyniki w zale¢noceci od wariantu
metodycznego, sk3adu bia3kowego surowicy lub u¢ytego znacznika
radioaktywnego (14).
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Od lat rozwijane s'metody immunochemicznaimog liwiajice
pomiar frakcji wolnej; stosuje sié trzy metody konstrukcji testu
immunochemicznego (7,20):

1.metoda ze znakowanym analogiem: prébkaianalog dodawane
st jednoczecenie do przeciwciaa immobilizowanego na fazie sta3ej,
gdzie hormonianalog wsp63zawodniczt o ograniczon? liczbé miejsc
wit¢ teych; wtej i kolejnej metodzie stosowany analog nie powinien
miese powinowactwa do ¢adnego z bia3ek obecnych w prébce,
najczéceciej uzyskuje sié to przez skoniugowanie analogu z du¢ymi
biaskami (lub wielocukrami) stanowilcymi zawadé przestrzenn! dla
biasek wit¢cych;

2. metoda ze znakowanym przeciwcia’em: hormon identyczny
lub podobny do mierzonego (np. T3 dla pomiaréw T4, T2 dla
pomiaréw fT3) zostaje immobilizowany na fazie stalej, dodawana
jest prébka oraz znakowane przeciwcia3o przeciwko wolnej frakciji
hormonu; podczas inkubacji wolne hormony obecne w cerodowisku
reakcji konkurujt o miejsce witzania do znakowanego przeciwcia3a
z czisteczkami hormonu zwilzanymi z faz! sta3!; w metodzie tej
mierzymy ilocese znakowanego przeciwcia3a zwilzanego do fazy
stadej;

3. metoda dwustopniowa: pierwszy etap to inkubacja probki
z przeciwcia’em immobilizowanym na fazie sta3ej, po usuniéciu
probki i przep3ukaniu fazy stalej niezajéte miejsca zostaj! wysycone
znakowanym analogiem; analog musi mieae mniejsze powinowactwo
do przeciwcia®a ni¢, hormon, co zapobiega wyparciu hormonu
zmiejscwit¢lcych.

Wskazane jest, aby przeciwciala u¢ yte do konstrukcji testu miasy
powinowactwo do hormonu nie wiéksze ni¢, bia3ka wil¢lce, by
zminimalizowaae konkurencjé o frakcjé zwilzan® hormonu.
Inkubacja prébki z przeciwcia®em musi zachodzise’'w 37 C (19).

Na przestrzeni ostatnich lat w odpowiedzi na zastrzeienia
odnocenie zbyt du¢ej zale¢noceci wyniku oznaczenia od
indywidualnego sk3adu biatkowego prébki metody s! stale
modyfikowane (4,12,14). Metody immunochemiczne musz?
uwzglédniaee fakt, ¢,e w cerodowisku oznaczenia sk3adniki mieszaniny
reakcyjnej (dodane przeciwcia3a i ew. albumina) konkuruj! ze
sk3adnikami surowicy/osocza w wilzaniu hormonéw obecnych
w mieszaninie. Tworzy sié wiéc nowa rownowaga miédzy frakcjt
wolnt i zwilzan!. Znajomoceae stadych powinowactwa pomiédzy
wszystkimi sk3adnikami reakcji pozwala matematycznie
skorygowaee zachodzlce zmiany i uwzglédnise je w obliczeniach
koficowego wyniku. Jednak korekta taka jest prawdziwa dla probek
nie odbiegajtcych sk3adem od przeciétnej w populacji (18). Wyniki
uzyskane dla prébek znaczico ré¢ nitcych sié sk®adem biaskowym
lub o granicznych stégeniach hormondéw trudno wiarygodnie
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uwzglédnionych w nim hormonéw i bia3ek. Publikacji towarzyszy
arkusz w programie Exel, do pobrania pod adresem
doi:10.1016/j.steroids.2009.01.008. Konkurencja painié
testosteronem i estrogenami o miejsca wilsce na SHBG wyjacenia
nieprzydatnocese modelu Vermeulena dla kobiet cié¢ arnych. Metoda
Mazera mo¢e mieae te¢ wiéksz! przydatnoocese w sytuacjach
suplementacji hormonalnej, leczenia hydrokortyzonem itp. Niestety
nie istniej! jeszcze modele uwzglédniajice wp3yw innych
czynnikdw drobnocztsteczkowych konkurujicych o miejsca
witzania z biatkami, jak kwasy tduszczowe lub leki.

Opracowano réwniegvzory empiryczne np. dla testosteronu
(9,13,16) lub kortyzolu (2), ktére wymagajt pomiaru sté;enia
calkowitych hormondéw i g36éwnego bialka wit¢lcego, oraz
wykorzystuj! wyznaczone docewiadczalnie wspé3czynniki
odzwierciedlajtce wspd3zale¢i noceci tych czynnikéw. Zastosowanie
takich wzordéw jest jednak ograniczone do grupy pacjentéw, dla
jakich je wyznaczono i nie nadaj! sié one do wykorzystywania
wrd¢ norodnych sytuacjach klinicznych.

Mog liwoceci pomiaru sté¢ enia frakcji biodostépnej
hormonéw drobnoczisteczkowych

Omoéwione powy¢ej metody matematyczne umog liwiajt
obliczenie nie tylko wielkoceci frakcji wolnej, lecz réwnie¢, wielkoceci
i udzia3u frakcji biodostépnej w surowicy, liczonej jako suma frakcji
wolnejizwitzanejz albumin?.

Z drugiej strony bioaktywnocese hormonu zawartego

w surowicy lub osoczu mo¢na oceniage przy u¢yesiow

biologicznych Obecnie aktywnoceae hormanuvitro bada sié
najczéceciej podczas inkubacji komdrek o wysokiej ekspres;ji
receptoréw dla badanego hormonu (nowotworowych lub
rekombinowanych) z surowic! pacjenta i mierzy parametr
charakteryzujicy reakcjé komoérek na hormon stymulujtcy jak np.
sté¢ enie cCAMP, intensywnooeee proliferacjiitp. (15).

Dla hormonoéw sterydowych interesujict i obiecujict metod?
oceny wielkoceci frakcji biodostépnej mo¢, edmreaczanie w celinie.

Oznaczanie hormonéw sterydowych w celinie

(Elina jest naturalnym produktem ultrafiltracji osocza a transport
nieskoniugowanych steroidéw do celiny zachodzi na zasadzie biernej
dyfuzji wed3ug prawa dzia3ania mas, praktycznie niezale¢nie od
szybkoceci wytwarzania celiny. Mo¢na przypuszczaze ¢e ten sam
mechanizm ma miejsce w tkance i dotyczy frakcji, ktért okrecelamy
jako biodostépnt. W przypadku hormondéw sterydowych uwag a sié,
¢ € aktywnoceae biologiczn! wykazuje frakcja wolna steroidow oraz
znaczna czécee puli niespecyficznie zwilzanej

skorygowaze bez szczegdiowej wiedzy o stéseniu i wiasnoceciach z biatkami. Nalegy jednak zwréciee uwagé, ¢e procesy zachodzlce

bia3ek wil¢ tcych obecnych u danego pacjenta. Zmienne, ktére mog?
wp3yniae nawynikito:

- znaczlco odmienny sk3ad bia3kowy prébki (np.
dysalbuminemia, bardzo niska lub wysoka ekspresja TBG globuliny
wil¢ lcejtyroksyné),

- znacznie zmienione powinowactwo bia3ek wit¢lcych np.
uwarunkowane genetycznie; znane st liczne takie przypadki dla
TBG i transtyretyny, ktére nie powoduj! patologii i wystépujt
réwnie¢, u 0séb zdrowych,

- charakterystyczna dla konkretnej surowicy pojemnocege biadek
wit¢cych dla hormonu (tzn. iloceze niezajétych miejsc wil¢tcych)
im ta pojemnoceae wiéksza tym wiékszy jest spadek sté¢ enia w wyniku
rozcieficzenia probkiw trakcie oznaczenia.

Alternatyw? do ré¢,nych metod bezpoceredniego pomiaru frakcji
wolnej st metody matematycznepierajice sié na prawie dziadania
mas i wykorzystujlce wyznaczone wartoceci stadych wilzania
hormondéw do bia3ek wit¢cych oraz zmierzone ca3kowite sté¢ enie
hormonu, g3éwnych bia3ek wit¢ tcych i albuminy. Dla testosteronu
najlatwiejszy do ug¢ycia jest kalkulator Vermeulena (21)
uwzglédniajicy oddziadywania ligand-dwa biaska wil¢ tce, dostépny
pod adresem internetowynhttp://www.issam.ch/freetesto.htm.
Uzyskane wyniki wykazujt dobr! zgodnoceae z referencyjn! metod?
dializy rownowagowej, z wyjttkiem wynikéw dla kobiet cié¢ arnych.
Znacznie bardziej z%o¢ony model dla wybranych androgendw,
estrogenow i kortyzolu opracowa?® Mazer (11). Model uwzglédnia
fakt wspo3zawodniczenia ré¢,nych steroidéw o miejsca wilzania na
biaskach surowicy (SHBG, CBG-globulinie wit¢lcej kortyzol
i albuminie) i wymaga znajomoceci sté¢efi wszystkich

w celiniankach dotycz! réwnowagi miédzy pe3nt krwit a tkank*
docelow?, wiéc uwzglédniajt réwnie¢ udzia® erytrocytéw

w przenoszeniu i uwalnianiu hormonéw. Uwag a sié, ¢ e szczegdlnie
w przypadku suplementacji hormonami sterydowymi (m.in.
hormonalna terapia zastépcza lub antykoncepcja hormonalna)
prowadzonej przez skoéré jako ¢ el, krem czy w postaci plastrow lub
zastrzykéw znaczna czéceae podanego hormonu jest adsorbowana n:
powierzchni erytrocytow i w tej formie rozprowadzana po
organizmie. Jest to réwnie¢, frakcja o du¢ej biodostépnoceci, jednak
nie jest oznaczana w standardowych procedurach diagnostycznych
opartych na surowicy. Dlatego wydaje sié, ¢e pomiar w celinie
najlepiej informuje o biodostépnoceci steroidow. Mo¢ na powiedzieee,

¢ € jest to zachodz!da vivo ,dializa rownowagowa pe3nej krwi”.

W przypadku szybkich zmian w wydzielaniu hormonéw (stres, rytm
dobowy, dzia3anie lekéw) przemieszczanie hormonéw do celiny
najlepiej odzwierciedla zmiany ich sté¢enia obwodowego. Zalet*
oznaczefi w celinie jest 3atwa dostépnooceae materiadu i nieinwazyjne
jego pobieranie. Wiele laboratoriéw na cewiecie stosuje oznaczenia
hormondéw sterydowych w celinie, lecz wcil¢, jeszcze metody te nie
uzyskady powszechnejakceptacji lekarzy (6).

Pewn! komplikacj jest mo¢liwocese przemian metabolicznych
hormondéw w celiniankach, np. kortyzol w celinie stanowi ok. 70% puli
biodostépnego kortyzolu w surowicy, co jest wynikiem dzia3ania
w celiniankach dehydrogenazy@1l -hydroksysteroidow katalizujicej
jego utlenienie do kortyzonu.
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Podsumowanie
Oznaczenia wolnych hormonéw tarczycy znacznie lepiegj
charakteryzujt aktywnoceae gruczo3u tarczowego, ni¢, 0znaczenia ich
ca3kowitej frakcji. W rekomendacjach miédzynarodowych
towarzystw lekarskich coraz czéceciej pojawiaj! sié réwnie¢, zalecenia
oznaczania biodostépnej frakcji hormonéw sterydowych np.

testosteronu (17). Jednak jakoceae testow immunochemicznych do

oznaczania wolnych hormonow, innych ni¢, tarczycowe, nie jest
wystarczaj'ca do wprowadzenia ich jako rutynowych metod
diagnostycznych, natomiast wiele alternatywnych metod jest zbyt
skomplikowanych technicznie. Zastosowanie metod
matematycznych mog liwe jest w ograniczonym zakresie i wy3'cznie
przy cecisiej wspo3pracy lekarza z laboratorium, poniewa¢, niezwykle
trudno jest stosowage wartooeci referencyjne wyznaczone w innych
laboratoriach przy zastosowaniu innych metod pomiaru. Mo¢,namieze
nadziejé, ¢, e w najbli¢ szych latach postép w diagnostyce doprowadzi
do nowych, lepszych rozwilzafi oznaczania frakcji biodostépnych
hormondw.
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Pe3ny wybdr picemiennictwa dostépny u autoréw

Tabela 1
(Erednia sté¢ enia g36wnych biadek wil¢slcych iich procentowy udziad® w witzaniu wybranych hormonéw w osoczu; udzia3 frakcji wolnej i
biodostépnej; czasy po63trwania puli caskowitej i frakcji wolnej hormondw.
TBG - globulina wit¢ tca tyroksyné, SHBG - globulina wit¢ca hormony p3ciowe, CBG - globulina wit¢ ca kortyzol (transkortyna),

bd - brak danych
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Organizacja laboratoriow pritka gruYlicy w Polsce,
ich cele i zadania w programie zwalczania gruYlicy

Prof. dr hab. Zofia Zwolska Kierownik Zak3adu Mikrobiologii
Krajowego, Referencyjnego Laboratorium Pritka GruYlicy,
Instytut GruYlicy i Choréb P3uc w Warszawie

Zadania laboratoriéw pritka gruVYlicy

Mikrobiologiczne potwierdzenie stanowi najwagniejszy element
diagnostyki chorego na gruYlicé, sdu¢ic:  wykrywaniu Yrodsa
infekcji i transmisji zaka¢enia2.  potwierdzeniu przypadku
podejrzanego klinicznie,3. wyboru odpowiedniego re¢imu
terapeutycznego} monitorowaniu leczenia or&z odleg3ym
obserwacjomwyleczonego chorgdb).

Metody mikrobiologiczne st tafisze od innych, identyfikujt szybko
chorych pritkujicych, pozwalaj! na w3'czenie leczenia
przeciwpritkowego i przerwanie 3aficucha transmisji zaka¢enia
w cerodowisk{R ).

G2ownymi odbiorcami wynikéw laboratoryjnych st lekarze pionu
pulmonologicznego, poniewa¢, gruYlica w wiékszooeci przypadkow
dotyczy uk3adu oddechowego. Jednak z powodu wystépowania
réwnie;, postaci pozap3ucnych  (np. koceci, nerek, uk3adu
rozrodczego, otrzewnej, opiucnej, skoéry i innych) lekarze
wszystkich  specjalnoceci powinni znage zasady hodowli i badaf
laboratoryjnych Mycobacterium. Powinni posiadaze wiedzé
0 czuloceci i specyficznoceci ré¢,nych metod co u3atwia ich wybor do
diagnostyki konkretnego przypadku (dziecks doros3y, postaze
p3ucnavs pozap3ucna, przypadek do potwierdzenia gruYéicy do
wykluczenia, materiady pobierane inwazyjnie vs wykrztuszona
plwocinaitp.)(3).

Jaki by3 stan diagnostyki mikrobiologicznej gruYlicy w Polsce 50 lat
temu. W 270 laboratoriach pritka zorganizowanych we wspdlint siese
pod nadzorem Instytutu GruYlicy, prowadzono badania metodami
z czasO6w Roberta Kocha. Wiele przypadkéw diagnozowano za
pomoc! préby biologicznej u¢ywajic do tego celu cewinki morskiej,
czasami krolikow. Na wyniki oczekiwano miesitcami.

Nowoczesne systemy hodowlane , pracujice ju¢, w USA i na
Zachodzie Europy by3y jeszcze niedostépne w krajach bloku
wschodniego. Dopiero na poczitku lat 90-tych ubieg3ego wieku ( 20
lat temu) pierwszy izotopowy system do szybkiej hodowli pritkéw
zosta® zakupiony do Referencyjnego Laboratorium Pritka
w Warszawie, co spowodowa3o prze3om w diagnostyce skracaj'c
oczekiwanie na wynik badania nawet do kilku dni. Ewinka morska
jako metoda hodowli sta3a sié ju¢ nie potrzebna. Zwierzétarnie
w laboratoriach uleg3y likwidacji, rozpocz?3 sié proces modernizacji.
Mas3e, Yle wyposasone laboratoria ulegady likwidacji a do Polski
powoli wprowadzano nowoczesne systemy genetyczne. Badania
diagnostyczne uleg3y przyspieszeniu, wynik stawa3 sié dostépny w
citgu kilku dni, a nawet w tym samym dniu. Obecnie, gdy podnios3
sié poziom diagnostyki i  zredukowano liczbé laboratoriéw
0 podowé ze 180 (w 1990 r.) do 90 (obecnie) odnotowuje sié sta3e
podnoszenie poziomu usdug diagnostycznych. Coraz wiécej
przypadkéw podejrzanych klinicznie o gruVYlicé potwierdza sié
w Polsce mikrobiologicznie, cerednio w 65 % (48%-90 %).
W najlepiej wyposa¢,onych, europejskich laboratoriach  potwierdza
sié mikrobiologicznie u 75-90 % chorych na gruY/jeé). Nalegy
dodaee, ¢e takie wyniki st efektem wspd3pracy mikrobiologéw
i klinicystow.

Po odzyskaniu wolnoceci otworzy3y sié mog liwoceci bezpoceredniej

ksztascenie (na weasny koszt) w Polsce powoduj!, ¢e wielu
absolwentéw najlepszych uniwersytetéw, wydziadéw bidjog
mikrobiologiii biotechnologiiwyje¢ d¢,anaZachodido USA. Pensja
mikrobiologa diagnosty w Polsce jest nie do zaakceptowania..
We wszystkich Zak3adach Opieki Zdrowotnej w kraju, pracownicy
laboratoriow s! znacznie gorzej op3acani ni¢ réwnorzédnie
wykszta3ceni lekarze. Jest to bariera zawodowa, ktdra niestety
powsta3aw czasach wolnooceci

Nowym zjawiskiem jest oddawanie laboratoridow
mikrobiologicznych w dzier¢,awé w prywatne réce na krétki 3-4 letni
okres.  Zwykle nowy w3aceciciel laboratorium rozpoczyna w nim
pracé od remontu, ktory z powodu g3ébokich zaniedbaf z przesz3oceci
trwa co najmniej rok . Przez pozosta3y czas do nastépnego przetargu
trudno jest radykalnie podnieceee poziom laboratorium i nabraze
docewiadczeni&ztuka interpretacji wyniku mikrobiologicznego
powstaje w wyniku wieloletniej pracy. Stoi to w konflikcie

z krétkokontraktowymi dzier¢,awami.  Jest to jak na razie zjawisko
nowe w mikrobiologii pritka , ale w innych dziedzinach diagnostyki
laboratoryjnej ju¢, zaistnia®e. Dobre zarz'dzanie powinno miese na
wzglédzie najlepszt diagnostyké oferowan! choremu przy
racjonalnym gospodarowaniu kosztami. Wa¢ ne jest, aby w procesie
obni¢ ania kosztow nie ograniczaee sié tylko do metod sprzed lat, nie
mog¢liwych do zaakceptowania obecniBadanie  musi byse
wykonane w jak najkrotszym czasie przy u¢yciu najbardziej
czudych metod.

Kolejnt kwestit zwilzan! z jakoceci! , pozostaje nieuregulowana
sprawa dopuszczania ZOZ-6w , w ktérych laboratoria nie prezentujt
wymaganego poziomu, do usug diagnostycznych. ¢le pracujice
laboratoria ( nieprawid3owe metody, z3e wyposa¢ enie, niski poziom
edukacji personelu) pracuj' nadal, poniewa; ZOZ-y otrzymuj*
zamoéwienia na usdugi diagnostyczne z NFZ. Jest to spowodowane
brakiem spéjnego systemu zarztdzania jakocecit pracy. Pozostaje
jeszcze sprawa BHP. Pracujic z czynnikami zakaYnymi laboratoria
musz! byae wyposa¢one w podstawowe narzédzia zabezpieczajlce
pracownikéw. Nie uwzglédniano tego w PRL, a obecnie podchodzi
sié do tej kwestii bardzo niechétnie. Niezbédna do pracy
z mikroorganizmami przenoszonym drog! aerogenn® komora
laminarna gwarantujca Il poziom bezpieczefistwa biologicznego
(hermetycznoceci) nie tylko zabezpiecza pracownika przed
zakag¢ eniem, zabezpiecza réwnie¢, probké od chorego przed krzy ¢ ow?
kontaminacj'.

Krzy¢owa kontaminacja laboratoryjna, mogliwa do udowodnienia
tylko metodami biologii molekularnej mo¢e miese miejsce
w laboratoriach pritka, co udowodniono wielokrotnie i opisano

w literaturzg(5).

Weerdd wielu grup zawodowych pracownikéw sdu¢by zdrowia,
pracownicy laboratoriéw pritka stanowit grupé najwiékszego ryzyka
zakag enia pritkami gruYliq,7,9) Dyrektorzy ZOZ-6w, ktorzy

nie wyposa¢ajt swoich laboratoriw w komory laminarne
nara¢ ajt nie tylko zdrowie pracownikéw ale rownie¢, chorych na
b3édne wyniki.

Organizacja laboratoriéw pritka

W Polsce, podobnie jak w innych krajach zgodnie z zaleceniami
WHO laboratoria pritka od 50 lat s* zorganizowane we wspdlint sieee,
st wy3tczone z pracy laboratoriow  ogolnych mikrobiologii
klinicznej i znajduj! sié pod nadzorem merytorycznym
Referencyjnego Laboratorium Pritka GruYlicy, oraz Krajowego
Konsultanta ds. Pneumonologii. Sieae laboratoriow pritka
zorganizowanaw Polsce w latach 60-tych XX w. stanowinajbardziej

wspo3pracy z partnerami na calym cewiecie. £atwocea podré¢owaniaPOiny. hierarchiczny system pracujicy weer6d innych laboratoriow

pozwala na bezpocerednie kontakty z najlepszymi specjalistami
w dziedzinie mikrobiologii gruYlicy. Wreszcie mo¢ na otrzymywaae
fundusze na badania naukowe z kraju i ze cewiata. W dziedzinie
mikrobiologii i genetyki pritka gruYlicy jestecemy réwnowag nymi
partnerami, pracujemy w laboratoriach na cewiecie, wiele krajow
stawia nas jako przyk3ad. Jestecemy beneficjentami grantow EU
i uczestnikami konsorcjow miédzynarodowych.

Przeszkod! do utrzymania dobrego poziomu jest brak specjalistow z
dziedziny mikrobiologii. Zawdéd mikrobiologa jest zawodem
deficytowym. Utrudniony dostép do specjalizacji i bardzo drogie

wykrywajtcych choroby zakaYne.

Zgodnie z zaleceniami WHO, laboratoria pritka dziel* sié na trzy
g36wne kategorie referencyjnoceci, ktére ré¢ nit sié do siebie zakresem
wykonywanych badafi, ilocecit personelu specjalistycznego
wyposag¢eniem, aco zatymidzie szybkocecit wykonania bg@nia

St to laboratoria I, I1'i lll rz&du. Najni¢szy stopiefi referencyjnoceci
posiadaj* laboratoria | rzédu i ich liczba jest w wielu krajach cewiata
nieograniczona.



Str. 16

Wykonujt one mikroskopowe rozmazy, barwilc je typow! dla
pritkbw metod! Ziehl-Neelsena i mikroskopowo oceniajt liczé
pritkéw, ktéra cewiadczy o intensywnoceci pritkowania chorego.
W wielu krajach rozwijajicych sidaboratoria | rz&du s* szeroko
rozpowszechnione i mog! byese zorganizowane w bardzo
prymitywnych  warunkach geograficznych, nawet w stepie.
W Polsce nie ma tego typu laboratoriéw, poniewa¢, bakterioskopia
jako jedynametoda potwierdzania gruYlicy nie jest akceptowana.
W laboratoriach Il rzédu wykonuje sié badanie bakterioskopowe,
hoduje pritki na po¢ywkach i wstépnie identyfikuje gatunki.
W laboratoriach Il rz&édu o najwy¢szym stopniu referencyjnoceci
wykonuje sié wszystkie wymienione badania, a ponadto hoduje
pritki w szybkich systemach automatycznych (izotopowych,
kolorymetrycznych, fluorescencyjnych), wykonuje testy
lekoopornoceci, testy identyfikacji gatunkowej sondami
genetycznymi, metodami chromatograficznymi (w chromatografii
HPLC), wykrywa sié@ materia® genetyczny pritkow gruYlicy - ich
DNAI/lub RNA.

lloceae, kompetencje i zakres pracy laboratoriéw pritka powinny
zale¢ eae od populacji danego kraju. WHO rekomenduje otwieranie
jednego laboratorium 1l rzédu na 1 min. mieszkaficow, Il rzédu na
3-4min. mieszkaficow.

Wszystkie laboratoria przechowuj!' dodatnie rozmazy
mikroskopowe , kolekcjonujt wyhodowane szczepy , konieczne
czasami po kilku latach do weryfikacji chorych, zg2aszaj* chorych
potwierdzonych mikrobiologicznie i/lub genetycznie do
Inspektoréw Sanitarnych ( zgodnie z Ustaw! o Chorobach
ZakaYnych).

Wszystkie laboratoria prowadz! wewnétrznt kontrolé jakoceci
i podlegajt zewnétrznym sprawdzianom jako@@gi

W Polsce w 2009 r. zinwentaryzowano 88 laboratoriéw pritka
gruYlicy. St one niestety nierownomiernie rozmieszczone w kraju
w stosunku do potrzeb ludnoceci. Krajowe, Referencyjne
Laboratorium powo3ao 3 regionalne referencyjne Laboratoria, ktore
wyrdg niajt sié bardzo wysokimi standardami pracy i najwy¢szymi
odsetkami potwierdzeii gruYlicy, —doskona3ym wyposa¢eniem
idocewiadczontkadrt.

- Ryc. 1. Sieee laboratoriow pritka w Polsce w 2009 r.

Spis i adresy wszystkich laboratoriow pritka w Polsce st
w posiadaniu KRLP w Warszawie.

Krajowe Referencyjne Laboratorium Pritka (KRLP)

KRLP pe3ni w ka¢,dym kraju nadrzédn? rolé w sieci laboratoriow

pritka wspéipracujic cecicele ze specjalistami odpowiedzialnymi za

efektywnoceae programu zwalczania grut8i@) .

Do g36wnych zadai KRLP nale¢y:

— (Ecistawspd3praca z Zak3adem Epidemiologii GruYlicy

— Prowadzenie kontroli jakoceci wykonywanych badafi
w laboratoriach podleg3ych

— Nadzér nad odpowiednim poziomem badafi bakteriologicznych
we wszystkich typach laboratoriow, rekomendowanie nowych
metod i instrumentéw do diagnostyki

Organizacja laboratoriow pritka gruYlicy w Polsce, ich
cele i zadania w programie zwalczania gruYlicy.

— Regularne prowadzenie badafi dotyczlcych czéstoceci
wystépowania we w3asnym kraju gruYlicy lekoopornej. Dane te
prowadzone s! zgodnie z protoko3em WHO i na ich podstawie
tworzy sié cewiatowe mapy prewalencji gruYlicy lekooporne;.

— Weryfikacja trudnych diagnoz, np. w pozap3ucnych postaciach
gruYlicy, niepo¢idanych odczyndéw poszczepiennych BCG-
itow, typowanie rzadko spotykanych gatunkéw pritkdéw oraz
ustalanie wzoruich lekoopornoceci, prowadzenie molekularnych
dochodzefi epidemiologicznych.

— Prowadzenie badafi naukowych dotyczicych patogenezy
pritkbw u ludzi, badania nad wystépowaniem pritkow
w cerodowisku cz3owieka, molekularne dochodzenia
epidemiologiczne, badania lekoopornoceci mykobakterii na
nowe leki przeciwpritkowe, rejestracja i kolekcjonowanie
szczepow lekoopornoceci pochodzcych od chorych z kraju.

— Prowadzenie miédzynarodowych programoéw badawczych.

— Prowadzenie kurséw szkoleniowych dla wy¢ szego i ceredniego
personelu laboratoryjnego.

Prace jednego Laboratorium Referencyjnego powinny obejmowaae

populacjé 25 do 50 min.

W Polsce KRLP cecicele wspoéspracuje z WHO i IUATLD
(Miédzynarodow? Unit PrzeciwgruYlicz!) oraz partnerami z UE,
innymi referencyjnymi laboratoriami pritka w Europie i ha innych
kontynentach. Kierownik NRL jest cz3onkiem Komisji
Mikrobiologii i Immunologii IUATLD oraz cz3onkiem grupy
ekspertéw ICDC.

Praca NRL jest weryfikowana przez miédzynarodow! kontrolé
jakoceciw Miédzynarodowym Laboratorium Pritka. WHO powo3a3o
15 takich laboratoriéw na cewiecie. Partnerem dla polskiego ocerodka
jest Holenderski Narodowy Instytutu Zdrowia i Ochrony Erodowiska
w Bilthoven, Holandigang. National Institute of Public Health and
the Environmental Protectign

Kontrola jakooceci pracy i wiarygodnoceci metod
Istnieje szereg metod, ktére s3u¢,t sprawdzaniu jakooeci stosowanych
metod, ich powtarzalnoceci i wiarygodnooeci. Do najwag¢ niejsze z nich
nale¢y nadzor.
Staly nadzor nad wszystkimi technikami i czynnooceciami
wykonywanymi w laboratorium stanowi najwag¢niejszy element
kontrolijakoceci pracy.
Wszystkie techniki musz! podlegaae wewnétrznym sprawdzianom.
Np. w bakterioskopii jest to ,test podwojnych odczytow” lub
odczytywanie  kontrolnych preparatéw mikroskopowych,
w lekoopornoceci, okrecelanie wzoréw wg. szczepow standardowych,
w identyfikacji wykorzystuje sié szereg metod od barwienia metod?
Z-N do sond gatunkowych. Ponadto sprawdza sié czystoceae
bakteriologiczn! wszystkich odczynnikow przygotowywaty
z H,0, ¢yznooeae po¢gywek hodowlanych, ujemne i dodatnie probki
z DNApritkéwiwiele innych.
B3&dne wynikiwychodzice z laboratorium pritka gruYlicy skutkuj!:
1. nie wykryciem chorego pritkuj'cego, co niszczy zdrowie
jednostkiizagra¢,a osobom z otoczenia,
2. przypisaniem zdrowemu cz3owiekowi gruYlicy co skutkuje
zaniechaniem jego dalszej diagnostyki i wslczeniem mu
wielolekowego 6-miesiecznego leczenia,
3. B3édne wyniki antybiogramow narag¢ ajt chorego na progresjé
choroby, a skarb pafistwa na ogromne wydatki. Leczenie gruYlicy
lekoopornejwymaga 10,000 do 20,000 USD.
Wyniki sprawdzianéw jakooeci w polskich laboratoriach pritka béd:!
przedmiotem innego opracowania.

Motywacja personelu wlaboratorium pritka

Laboratoria pritka z powodu swojej wa¢nej roli jak! pe3nit

w narodowych programach walki z gruYlict powinny byae dobrze
zorganizowane a personel odpowiednio umotywowany. Personel
laboratoryjny musi sobie w pe3ni ucewiadamiaae swoj! rolé partnera
dlainnych s3u¢ b medycznych w programach walki z gruYlict. Praca
w laboratorium pritka nale¢y do bardzo trudnych co wynika ze
specyficznoceci gatunkovidycobacterium  tj. trudnoceci na ka¢,dym
etapie diagnostyki, d3ugiego oczekiwania na wynik wiasnej pracy co
bardzo utrudnia skorygowanie b3édéw i w koficu niebezpieczefistwa
nabycia infekcji w trakcie pracy w laboratorium.
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Nale¢y pamiétaze, ¢ e wielu diagnostow nie lubi pracowaae z plwocin?,
ktora stanowi 95% wszystkich materia3éw nadsy3anych do
laboratorium, a ogltdanie w mikroskopie dziesiltkbw rozmazow
jestzajéciem bardzo nu¢ tcym, powoduje béle oczu i g2owy. Ponadto
personel prowincjonalnych laboratoriéw czésto czuje sié izolowany,
lekcewag,onyi nie ma 3atwego dostépu do edukacji.

Jak wiéc motywowaee personel do dobrej pracy. Ogolnie wiadomo,
¢€ najlepszt motywacjé stanowi odpowiednie do obowilzkéw
uposacenie. Niestety pracownicy laboratoriow st bardzo Yle
wynagradzani.

Zastépcze metody motywowania personelu mog! przebiegase

wrd¢,ny sposob np.

- poprzez nawilzanie i podtrzymywanie cecisdych kontaktow
pomiédzy klinik! a laboratorium. Wspdlne omawianie trudnych
przypadkéw i okazywanie obopoOlnego zadowolenia
Zrozwilzywania problemow;
w3lczanie personelu laboratorium do aktywnego uczestniczenia
w spotkaniach i dyskusjach prowadzonych z innymi
czsonkami zespodu zajmujicego sié gruYlict tj. lekarzami,
pielégniarkamiiepidemiologamiimenad¢ erami;
organizowanie miédzylaboratoryjnych spotkafi, w celu
dyskutowania o problemach
prowadzenie regularnych kurséw ,odcewie¢ ajlicych” wiedzé na
temat nowoczesnych metod i ich wartoceci w wykrywaniu
chorych na gruYlicé, wydawanie odpowiednich certyfikatow
osobom koficztcym takie kursy.

Prawid3owo zorganizowana siese laboratoriow pritka, stady nadzor
nad jakoceci' badafi laboratoryjnych i  poprawna wsp63praca
z klinicystami stanowi! najwag¢niejsze elementy konieczne do
walki z gruYlict w Polsce. Wysi3ki i starania s3u¢b medycznych
zaanga¢,owanych w zwalczanie gruVYlicy dajt wymierne rezultaty
w postaci obni¢ ania sié wskaYnikéw zapadalnoceci i utrzymywanie
sié odsetkow gruYlicy lekoopornej na stosunkowo niez3ym poziomie.
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Emergence and characterization of community
- associated methicillin - resistant Staphylococcus aureus
infections in Denmark, 1999 to 2006

LarsenA.R., Stegger M., BocherM., SorumD.L., SkovR.L.
Journal of Clinical Microbiology, 2009, 47, 73-78

Metycylinooporne szczep$.aureus odpowiedzialne za zakag¢enia
w cerodowisku pozaszpitalnym CA-MRSA po raz pierwszy opisano
pod koniec lat 80 tych. Dopiero jednak cemieree 4 amerykafiskich
dzieci(1999r.), wczeceniej ogolnie zdrowych bez ¢ adnych czynnikéw
ryzyka wywosana infekcjt CA-MRSA nada3a howego znaczeniatym
szczepom. W Danii pierwsze zaka¢,enie CA-MRSA opisano w 1997
r. W roku 2006 w poréwnaniu do roku 1999 r. stwierdzono blisko 15-
krotny wzrost liczby infekcji CA-MRSA (odpowiednio 153 vs 11
przypadkéw). Niepokojlcy jest rownie¢, fakt, i¢, infekcje te dotycz?
g36wnie najmiodszych tj. dzieci pomiédzy 1 a 10 rokiem ¢ ycia oraz
ludzi w wieku 30-40 lat. Kilkuletnie badania epidemiologiczne
prowadzone w Danii nie potwierdzidy, wczeceniej uwypuklanych w
literaturze takich czynnikéw ryzyka zaka¢enia CA-MRSA jak
przebywanie w wiézieniach lub skoszarowanie, uprawianie sportu,
szczegolnie gier zespolowych. Stwierdzono natomiast, ¢e wagnym
czynnikiem ryzyka jest nosicielstwo CA-MRSA w rodzinie i 3atwa
transmisja tych szczepow na innych wspé®mieszkaficow. Kolejny
czynnikiem ryzyka, z uwagi na szybko rozprzestrzeniajicy sié
cewifiski szczep CA-MRSA nale¢cy do kompleksu klonalnego
CC398, jest praca przy hodowli cewifi, wa¢nej ga3ézi gospodarki
dufiskiej.. 1zolowane szczepy CA-MRSA odpowiedzialne by3y
w 90,5% za zaka¢ enia skory i tkanek miékkich a szczegalnie ropnie,
w oko30 2% za zaka¢enia w obrébie ucha i drég oddechowych
iw oko30 1% za zaka¢ enia oka oraz inwazyjne, w tym krwi, stawow,
koceci i szpiku a tak¢e infekcje drég moczowych. Zaka¢enia
powodowane by3y g36wnie przez szczepy nale¢lce 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 zosta3a wykryta
u blisko 82% szczepow . Toksyna PVL ( Panton-Valentine leucidine )
by3a wytwarzana przez 66,8% szczepOw , w tym przez wszystkie
naleslce do kompleksu CC-80. Kompleks ten rownie¢,
charakteryzowa®a w przewa¢ajicym odsetku (78%)
wielolekoopornoceae ( opornocese na wiécej ni¢, 2 grupy antybiotykéw
nie beta-laktamowych). W grupie szczepow CA-MRSA stwierdzono
blisko 19% szczepdw wrag liwych na wszystkie grupy antybiotykow
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.,
leven M.
Journal of Clinical Microbiology, 2009, 47,121-31

Autorzy zebrali aktualne dane na temat optymalnych metod detekcji
najwag niejszych patogenéw zaka¢efi dolnych drég oddechowych
(LRTI). Wceréd metod pozyskiwania prébek do badaf
mikrobiologicznych wyré¢ nili inwazyjne, w tym pozwalajice na
pobranie materiadu w sposob jatowy ( krew, p3yn z opducnej, aspirat
z pduc) i proébek skontaminowanych flort gérnych drég
oddechowych (PSB , BAL) oraz metody nieinwazyjne ( pobieranie
plwociny, wymazy z nosogardzieli i gard3a, badanie antygenow
w moczu). Posiew krwi nale¢y do wysoce specyficznych metod, ale
stosunkowo rzadko uzyskiwany jest wynik dodatni.
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Uznaje sié, ¢e mogliwoceae detekcji patogenu we krwi ulega
zwiékszeniu, gdy krew na posiew zostanie pobrana w pierwszych
czterech dniach od wystlpienia poczitkowych objawéw infekcji

i znacznie spada w kolejnych dniach. Aspiracja ig2owa przez klatké
piersiow! jest sporadycznie stosowana, ale obecnie budzi coraz
wiéksze zainteresowanie z powodu wysokiej specyficznoceci
i czuloceci metody (do 80% wynikéw dodatnich). Prébki PSB i BAL
jakkolwiek zanieczyszczone flort kolonizujict i kontaminujict
stanowi! wiarygodny materia3 w diagnostyce zaka¢ efi dolnych drog
oddechowych. lloceciowa ocena tych materia®6w i uzyskanie
wzrostu >10° CFU/ ml pozwala na potwierdzenie udziadu
wyhodowanych drobnoustrojow w zaka¢ eniu. Weeréd nieinwazyjnie
pobranych prébek szczegélne znaczenie ma nadal plwocina,
najwag niejszy materia® szczegoélnie w identyfikéfieptococcus
pneumoniaePlwocina jest wartoceciow! prébk! , wymaga jednak
wczeceniejszego potwierdzenia jej przydatnoceci w prigparac
mikroskopowym (stosunek leukocytéw do nab3onkoéw). Preparat
barwiony metod! Grama stanowi te¢ szybk! wstépna metodé
identyfikacji, zwsaszcza charakterystycznie wygltdajéh
Streptococcus.pneumonia/iarygodnoceae oceny mikroskopowej
zwiéksza sié, gdy badanie przeprowadzone zostanie w citgu 30-40
min od pobrania plwociny. Wymazy z nosogardzieli i z gard3a nie st
odpowiednimi prébkami do badafi w kierunku typowych zakag efi
bakteryjnych dolnych drég oddechowych. Wa¢nym materia3em
w diagnostyce LRTI jest rownie;, mocz, w ktérym mog¢ na wykryae
antygeny polisacharydowej otoczEireptococcus pneumoniae jak

i antygenLegionella spp. Immunochromatograficzny test (ICT)
stosowany w detekcji pneumokokoéw wykazuje wysok! czuloceze
(80%) i wysok?! specyficznoceae (>95%). Powinien byse wykonywany
u wszystkich 0séb z objawami zapalenia p2uc i ujemnym preparatem
mikroskopowym. Nie ma jednak zastosowania u dzieci, z uwagi na
powszechne nosicielstwo pneumokokow weerdd najm3odszych.
Detekcja antygendw w moczu jest rownie¢, niezwykle u¢ytecznym
badaniem przy podejrzeniu zaka¢ dregionella spp.  Test powinien
byse wykonywany u pacjentow OIT, a takée w przypadkach
niepowodzefi leczniczych po podaniu beta-laktamu. Ograniczeniem
dostépnych do tej pory testéw jest mog¢liwoceae wykrycia jedynie
antygenu_egionella pneumophila serotyp 1. Wy¢ szt czuloocese dajt
testy wykonane w prébce skoncentrowanego moczu w poréwnaniu
z nieskoncentrowanym (91,6% vs 66,6%) . Test daje wyniki ujemne
w pierwszych 5 dniach zakag¢ enia i pozostaje dodatni pomiédzy 6 a 14
dniem od poczitku infekcji. Jego stosowanie przyczynia sié do
szybkiego rozpoznania legionellozy i wczesnego wdrog¢enia
odpowiedniego leczenia co dalej przyczynia sié do obni¢enia
cemiertelnooeci weerdd cié¢ ko chorych pacjentow.

Management of methicillin - resistant Staphylococcus
aureusinfections

GarauJ.,BouzaE., Chastre J., Gudiol F., Harbarth S.

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

Publikacja zawiera wskazéwki dotyczice leczenia zakag¢efl
wywo?lanych szczepami MRSA, przedstawia znane i nowe opcje
terapeutyczne oraz ich ograniczenia. Autorzy poddali dyskusiji
znaczenie takich antybiotykow jak glikopeptydy, trimetoprim-
sulfametoksazol, chloramfenikol, tetracykliny, synetci
daptomycyna, linezolid, tigecyklina. Zwrécili uwagé na szczepy
VISA i heterogenne VISA, dla ktérych MIC wankomycyny miececi
sié w granicach wragliwoceci (1-2 pg/ml).  Sukces kliniczny
z ugyciem wankomycyny stwierdzano (60% przypadkow), gdy
wartoceae MIC tego glikopeptydu nie przekraczala 0,5 pg/ml i brak
sukcesu (90%) przy wartoceciach MIC wankomycyny 1-2ug/ml.
Zaka¢ enia szczepami MRSA o wysokich wartoceciach MIC bliskich
2 pg/ml wymagajt stosowania wysokich dawek wankomycyny,
najlepiejwe wlewach citg3ych w celu osilgniécia Ctrough 15mg/l

, lub te¢ skojarzonej terapii z innymi antybiotykami, w tym
zgentamicin?.

Obiecuj'cy , ale wymagajlcy potwierdzenia przydatnoceci klinicznej
badaniami u ludzi, wydaje si€ schemat terapii z u¢ yciem pojedynczej
wysokiej dawki gentamiciny w skojarzeniu z wankomycynt. Taka
terapia zapalenia wsierdzia wywo3%anego pr&zaureus sprzyja
maksymalizacji synergistycznego i bakteriobdjczego Haim
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antybiotykdw oraz obni¢eniu i3agodzeniu destrukcyjnych zmian
w obrébie wsierdzia. Wa¢n! i skuteczn! opcj terapeutyczn?

w zaka¢ eniach MRSA jest skojarzenie fosfomycyny z imipenemem.
Daptomycyna jest wskazana przy braku poprawy Klinicznej po
podaniu wankomycyny. Nale¢y jednak monitorowaae wartoceae MIC
daptomycyny, gdy¢ wczeceniejsza terapia i narastanie opornoceci na
glikopeptyd najczéceciej koreluje z opornocecit na daptomycyné
u szczepow MRSA. U pacjentow z respiratorowym zapaleniem p3uc
alternatyw! dla wankomycyny jest linezolid, a w zaka¢ eniach skory

i tkanek miékkich oraz w powik3anych zaka¢eniach wewnltrz
brzusznychtigecyklina.

Przygotowa3a:
drn. med. Beata Kowalska-Krochmal
KatedraiZak3ad Mikrobiologii AM we Wroc3awiu
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Jung B, Adeli K: Clinical laboratory reference intervals in
pediatrics: the CALIPER initiative. Clin Biochem 2009,
42,1589-1595

Przedziady referencyjne podawane wraz z wynikami badafi
laboratoryjnych st istotnym elementem prawid3owej interpretaciji
wynikow badafi i mog! wp3ywaee na podejmowane decyzje kliniczne.
Przydatnoceese przedzia36éw referencyjnych jest uzaleiatbna
starannego wyznaczenia/weryfikacji w laboratorium, z udzialem
w3aceciwej populacji pacjentéw i z zastosowaniem okrecelonych
procedur i metod. Wiékszoceae przedzia3éw referencyjnych
wyznaczono ponad 20 lat temu, przy u¢gyciu innych metod
i aparatury, dlatego odnoszenie do nich uzyskiwanych obecnie
wynikbw mog¢e prowadziee do podejmowania b3€dnych decyzji.
Zgodnie z wymaganiami akredytacyjnymi medyczne laboratorium
diagnostyczne jest zobowilzane do ustalenia (lub weryfikacji)
przedziadu referencyjnego dla wszystkich metod iloceciowych,
z wyjltkiem parametrow, dla ktérych obowilzujt wartoceci decyzyjne
(cholesterol, glukoza, HbAlc).

Zgodnie z ostatnimi wytycznymiClinical and Laboratory
Standards Instituteversja C28-A3 przedziady referencyjne mog¢na
ustalasde novo lub te¢, weryfikowaee przedzialy ustalone w innych
laboratoriach (lub proponowane przez producentéw odczynnikow).
Ustalenie przedziadu referencyjnego jest przedsiéwziéciem trudnym
pod wzglédem organizacyjnym i kosztownym. Pe®na procedura
wymaga rekrutacji co najmniej 120 oséb o ustalonym kryterium
zdrowia. Jeceli poziom analitu jestrd¢,ny w podgrupach (np. zale¢, nych
od wieku lub p3ci), ka¢,da podgrupa powinna liczyae co najmniej 120
os6b. Oznacza to, ¢e ustalenie przedzia3éw referencyjnych
w pediatrii mo¢,e wymagaae udzia3u np. 1200 zdrowych oséb. Dlatego
wyznacza sié je zwykle tylko dla nowego parametru lub nowej
metody. Jeceli dostépne st przedziady referencyjne publikowane
w literaturze mog¢,na przeprowadziee znacznie prostsz! weryfikacjé
przedziadu referencyjnego, co wymaga dysponowania wynikami
tylko 20 osob referencyjnych. Jeceli tylko jeden lub dwa wyniki w
prébie referencyjnej wykraczajt poza proponowany przedziad
referencyjny mo¢e on zostase zaakceptowany. Taka sytuacja jest
mog¢liwa, o ile spe3niony jest warunek poréwnywalnoceci metod
analitycznych i populacji referencyjnej. Majic do dyspozycji ponad
20 wynikow w prébie referencyjnej (a mniej ni¢, 120) mog¢ na tak¢ e
obliczyse granice przedzia3u referencyjnego stosujlc daéeto
statystycznt! odporn! na wystépowanie wartoceci odstajicych i inne
odstépstwa od warunkow stosowania testow statystycznych (,robust
method”). Niemniej jednak najlepsz! metod? ustalania przedziasu
referencyjnego jest metoda bezpoceredniej selekcji proby
referencyjnej o liczebnoceci, co najmniej 120 os6b i wyznaczenie
przedziadu referencyjnego metod! nieparametryczn? (gskr
percentylowy 5-95% lub 2.5-97.5%, czasem <99%).

Zgodnie z wytycznymi CLSI przedzia3® referencyjny mog¢e zostase
przygotowany przez kilka wspé3pracujicych ze sob! laboratoriéw,
jeceli wykorzystujt one té sam! metod! analityczn! o okrecelonej
spojnoceci pomiarowe;.
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Dane zebrane z kilku ocerodkéw s3u¢! do obliczenia
~Wspolnego” przedziadu referencyjnego, a nastépnie przedzia3 jest
ponownie weryfikowany w ka¢dym z laboratoriow. Tworzenie
wspolnych” przedzia3éw referencyjnych teoretycznie umog liwia
wprowadzenie uniwersalnych przedzia3ow
».metodyczno/aparaturowych”.

Na tej koncepcji oparty jest projekt CALIPERCAnadian
Laboratory Initiative on PEdiatric Referengektory ma na celu
ponowne ustalenie przedziaddéw referencyjnych dla dzieci
kanadyjskich od chwili urodzenia do 18. roku ¢ycia,
z uwzglédnieniem podzia3u na grupy zale¢ ne od wieku (0-2 mies., 2-
12 mies., 1-5 lat, 6-10 lat, 11-15 lat, 16-19 lat), p3ci, pochodzenia
etnicznego oraz stosowanej technologii pomiarowej. Trwajica
obecnie pierwsza faza projektu polega na rekrutacji mog¢liwie
najwiékszej liczby zdrowych dzieci i m3odzie¢y w przychodniach,
szpitalach, przedszkolach, szkodach, placéwkach opiekuficzych
w calej Kanadzie. Dziéki rozmachowi akcji istnieje nadzieja na
uzyskanie odpowiedniej reprezentacji poszczegodlnychb pro
populacyjnych. Materia® pobierany jest przez odpowiednio
przeszkolony personel, wed3ug standardowego protoko3u,
z uwzglédnieniem zmiennoceci przedanalitycznej. Materia® jest
g3eéboko mrog¢ony, a jeceli rodzaj probki lub analitu wyklucza takie
przechowywanie, analiza jest wykonywana niezw3ocznie
w wybranych ocerodkach, zgodnie z okrecelonymi procedurami.
W drugiej fazie projektu surowica/osocze zostan! poddane analizie
w wytypowanych ocerodkach, z wykorzystaniem 7 najczéceciej
stosowanych platform analitycznych, tak, aby mog¢liwe by2o
przygotowanie przedzialéw referencyjnych zaleinych od
metody/aparatury. Uzyskane wyniki zostan! opracowane
statystycznie zgodnie z aktualnym wytycznymi CLSI,
a przygotowane przedzialy referencyjne wprowadzone
i zweryfikowane we wszystkich laboratoriach w Kanadzie. Dane
zostan! opublikowane tak¢e na stronie internetowej, gdy¢
prawdopodobnie béd! mog3y byse adaptowane takie w innych
krajach cewiata.

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 zobowilzane s' do telefonigme
powiadamiania odbiorcéw wynikow o przekroczeniu wartoceci
krytycznych. Opracowanie i stosowanie takiej procedury jestjednym
z wymagaf akredytacyjnych. Przez wartocege krytyczn! rozumie sié
wynik badania, ktory wskazuje na bezpocerednie zagro¢enie ¢ycia
pacjenta i wit¢ e sié z koniecznocecit natychmiastowej interwencji
medycznej. Zgodnie z wytycznymioint Commission on
Accreditation of Healthcare Organizations and College of American
Pathologistsw USA wartoceci krytyczne powinny byse ustalane
lokalnie na drodze konsultacji wszystkich cerodowisk medycznych
korzystajicych z wynikéw badaf laboratoryjnych. Pozwala to
dostosowaae wartoceci krytyczne do potrzeb ugytkownikow, przy
uwzglédnieniu rd¢ nic metodycznych i populacji pacjentow.

Autorzy pracy podjéli prébé oceny stopnia akceptacji wartooeci
krytycznych, proponowanych przez laboratorium, przez lekarzy
dwoch dugych szpitali wspéipracujicych z Uniwersytetem
w Ontario w Kanadzie. Wybran? form?! konsultacji cerodowiskowych
by3a ankieta internetowa, w ktérej proponowano kilka poziomow
krytycznych dla najwag¢niejszych parametrow. Na przykdad dla
niskiego poziomsodg 115, 128, 125, 130mmol/l. Dlaka¢dego
poziomu mog liwe by3y trzy odpowiedzi: ,A. dzwonige natychmiast”,
.,B. dzwoniee w godzinach pracy”, ,C. nigdy nie dzwoniee”.
OdpowiedY B. wprowadzono dla oceny zrozumienia przez lekarza
idei wartoceci krytycznych. Przyjéto, ¢e proponowany poziom
krytyczny jest akceptowany, jeceli odsetek odpowiedzi A jest wy¢,szy
ni¢, 60%, a odsetek C ni¢,szy od 20%. Respondentéw pytano tak¢ e
0 to, kto powinien byse upowagniony do odbierania informacji
telefonicznych.

W badaniu wzié3o udzia® 115 spoceréd 1191 lekarzy
zatrudnionych w szpitalach. A¢, 79% z nich, co najmniej jeden raz
zaznaczy®o odpowiedY B, co cewiadczy o tym, ¢e tylko 21%
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respondentdw rzeczywicecie rozumie pojécie wartoceci krytycznych.
Tylko 4 z 11 proponowanych dottd przez laboratorium wartoceci
krytycznych zosta3o zaakceptowanych przez odbiorcéw wynikéw
(séd, potas, magnez, wodorowéglany). W przypadku pozosta3ych
parametrow lekarze dopuszczaj! wystépowanie wartoceci bardziej
odbiegajtcych od referencyjnych. Na przyk3ad dla pH laboratorium
proponowa3o wartoceci krytyczne 7.2 i 7.6, natomiast lekarze
oczekujt wiadmoaeeci telefonicznej dopiero przy obnigeniu pH
poni¢ej 7.0 lub po przekroczeniu wartoceci 7.7. Autorzy pracy,
w oparciu o dane literaturowe i informacje uzyskane od
respondentéw, zaproponowali zmiané wykorzystywanych lokalnie
laboratoryjnych wartoceci krytycznych (tabela). Wiékszoceee lekarzy
chciadaby odbieraae informacje o przekroczeniu wartoceci krytycznych
osobicecie lub za pocerednictwem lekarzy rezydentéw.
Przedstawiona praca jest pierwszym tego rodzaju
opublikowanym badaniem. Autorzy pracy zaznaczajl, ¢e
zastosowany przez nich sposéb przeprowadzania badafi nie jest
wiarygodnym narzédziem do opracowania wartoceci krytycznych
i nie polecaj' tej metody do powszechnego ug¢ytku. Ankieté
wype3ni3o niewielu respondentdw, nie wszystkie ankiety by3y
kompletne, ankietowani nie w pe3ni rozumieli koncepcjé wartoceci
krytycznych. Uzyskane wyniki wskazujt przede wszystkim na
potrzebé poprawy komunikacji personelu laboratoryjnego
z odbiorcami wynikow.

Tabela. Wartooeci krytyczne u doros®ych zaproponowane po
uwzglédnieniu informacji pochodztcych od ankietowanych lekarzy

Przygotowa3a: dr n.farm. Joanna Urbaniak
KatedraiZak3ad Analityki Medycznej
Akademia Medyczna we Wroc2awiu im. Piastow Eltskich

KOMUNIKAT
Zgodnie z art. 17 ustawy z 27 lipca 2001 roku o diagnostyce laboratoryjnej
(DZ.u. z 2001 roku, Nr 100, poz. 1083 z poYn. zm.) laboratorium jest
zak3adem opieki zdrowotnej. Laboratorium mo¢e byee takie jednostk?
organizacyjn! zak3adu opieki zdrowotnej, jednostki badawczo-rozwojowej
albowy¢,szejuczelnimedycznej.
Status zak3adu opieki zdrowotnej laboratorium uzyskuje z chwil* wpisu do
rejestru zak3adow opieki zdrowotnej prowadzonego przez Wojewodow
(ustawa z 30 sierpnia 1991 roku o zak®adach opieki zdrowotnej - Dz.U. Nr 91,
poz. 408 z p6éYn. zm.). Tym samym laboratorium, musi uzyskaae wpis do
rejestru wojewody
W obecnym stanie prawnym nie jest dopuszczalne funkcjonowanie
medycznego laboratorium diagnostycznego tylko i wy3lcznie na podstawie
wpisu do ewidencji dzia®alnoceci gospodarczej. Ponadto, zgodnie z art. 19 ust.
2 podmiot, ktéry prowadzi laboratorium, jest obowilzany stApiee
z wnioskiem o wpis laboratorium do ewidencji. Ewidencja prowadzona jest
przez Krajow! Radé Diagnostéw Laboratoryjnych
Jednoczecenie uprzejmie informujé, ¢e podmiot ktéry udziela cewiadczefi
zdrowotnych bez wymaganego prawem wpisu podlega karze aresztu,
ograniczeniawolnoceci albo grzywny (art. 147 a kodeksu wykroczef).

Prezes KRDL
(-) Henryk Owczarek
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Streszczenia Nagrodzonych Prac

Magisterskich

Przedstawiamy Streszczenia Nagrodzonych Prac
Magisterskich
Studentow kierunku Analityka Medyczna
na Wydziale Farmaceutycznym
Gdafiskiego Uniwersytetu Medycznego

Magdalena Brzeskwiniewicz
Promotor: Prof. dr hab. n. med. Janusz Limon
Katedra i Zak3ad Biologii i Genetyki GUMed
"Analiza mutacji genow EGFR, PIK3CAr PTEN w
nerwiaku zarodkowym"

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest to najczéstszy guz
z3oceliwy wieku dzieciécego. Udowodniono, i¢, szlak regulacyjny
PIK3/AKT/mTOR, ktory jest czésto aktywowany w wielu
nowotworach, mo¢ e odgrywage rownie, istotn! rolé w patogenezie
tego nowotworu. Kluczowymi bialkami powy¢szego szlaku,
mogcymi powodowase jego nieprawid3owe funkcjonowanie, st
kinazy tyrozynowe kodowane przez geny PIK3CA, EGFR oraz
bia3ko kodowane przez gen supresonowy PTEN.

Celem przeprowadzonych badaf by3a analiza mutacji punktowych
w obrébie eksonéw 18-21 genu EGFR, eksonéw 5, 6, 10 i 21 genu
PIK3CA oraz eksondw 1-9 genu PTEN, a tak¢ e okrecelenie stopnia
amplifikacji genu EGFR. Materiaiem badawczym by3o 87
fragmentéw tkanek guzoéw nerwiaka zarodkowego, zatopionych
w parafinie. W analizie mutacji punktowych wykorzystano metody
PCR (3aficuchowej reakcji polimerazy), sekwencjonowania oraz
DHPLC (denaturujicej wysokosprawnej chromatografii cieczowej).
Metod! FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) okrecelano
stopiefi ampfifikacjigenu EGFR.

W dwéch guzach (3,2%) wykryto, nieopisant dot!d, mutacjé c,931
A>G w eksonie 5 genu PIK3CA. Zmiana ta prowadzi do zast!pienia
izoleucyny walin® w pozycji 311 w sekwencji aminokwasowej-
p.1311V. Stwierdzono rownie¢ wystépowanie szececiu
polimorfizmoéw; w genie EGFR ¢.2184+19 G>A, ¢.2361 G>A oraz
€.2508 C>T, w genie PIK3CA c.1060-17 C>A i c.1145+54 A>G
oraz w genie PTEN ¢.285 A>T. S? to polimorfizmy, z wyjttkiem
¢.285 A>T, opisane w bazie danych Ensemble Genome Browser
(dbSNP). Zmiany te nales* do zmian intronowych bdY
synonimicznych, czyli nie powodujcych zmian w sekwenciji
aminokwasowej. Trzy z rozpoznanych polimorfizméw cechowady
sié du¢t czéstocecit wystépowania (c.2631 G>A- 67,4%, ¢.1060-17
C>A- 64,8%, c.1145+54 A>G-61,1%). Czéstoceae wystépowania
zidentyfikowanych polimorfizméw by3a poréwnywalna z czéstocecit
w populacji dla rasy kaukaskiej. Analiza FISH genu EGFR wykry3a
obecnoceee licznych przypadkow polisomii przy rownoczesnym braku
amplifikacji tego genu. Uzyskane wyniki potwierdzajt nisk*
czéstoceee wystépowania mutacji w genach kodujicych bia3ka
zaanga¢owane w szlak regulacyjny PIK3/AKT/mTOR

w neuroblastoma.

Anna Gliwifiska
Promotor pracy prof. dr hab. Andrzej Szutowicz
Zak3ad Medycyny Laboratoryjnej Katedry Biochemii
Klinicznej GUMed

"Wpiyw egzogennych fosfolipidéw na HDL"

Apo lipoprotein y (apo) A-1 i A-1l stanowi! odpowiednio 70 i 20%
bia3ek we frakcji lipoprotein wysokiej géstooeci (HDL). Fizjologiczna
rola apo A-1l nie zosta3a jeszcze wyjaceniona, a wyniki badafi nad jej
zwilzkami z mia¢d¢yct budzt kontrowersje. Zasadnicz! cecht
przemian HDL zachodzlcych w osoczu jest kriienie apo A-l
pomiédzy ubogimi w lipidy prekursorowymi cztstkami HDL

o dyskoidalnych ksztadtach (ruchliwoocesedpre- ¢elu agarozowym)

i bogatymi w lipidy dojrza3ymi sferycznymi HDL (ruchliwoceae
aw ¢elu agarozowym). Fizyko-chemiczne w3aceciwoceci apo A-ll st
podobne do tych jakimi charakteryzuje sié apo A-l. Nie uda3o sié
jednak wykryae prekursorowych HDL A-ll w ludzkim osoczu.
Eksperymenty z wykorzystaniem modelowych cz'stek HDL
sugerujt, ¢,e w przeciwiefistwie do apo A-1, apo A-Il nie ma zdolnoceci
do uwalniania sié z HDL, Badania prowadzone w Zak3adzie
Medycyny Laboratoryjnej GUMed wykazady, ¢e strukturalna
modyfikacja HDL wyizolowanych z ludzkiej surowicy metod?
ultrawirowania, zachodzlca pod wpiywem fosfolipidéw, generuje
now! trakcjé lipoproteinow? o cechach prekursoréw HDL
zawierajict apo A-Il (Wrdblewska i wsp. J Lipid Res 2009; 50: 667-
675).

Celem obecnej pracy by3o zbadanie mechanizméw powstawania
prekursorowych HDL A-ll w wyniku oddzia’ywania pomiédzy
liposomamilecytynowymi 5 natywnymi HDL.

Surowicé zawieraj'ct HDL jako jedyn' frakcjé lipoproteinow?*
(S-HDL) inkubowano przez 1h w 37°C z liposomami lecytynowymi,
przy stosunkach fosfolipidow HDL do fosfolipidow liposoméw
(FL-HDL/FL-LP) I;l, 1:3 i 1:5. W wyniku interakcji pomiédzy
S-HDL z liposomami powstaje nowa, heterogenna frakcja
lipoproteinowa wédrujica z ruchliwocecit piie- w ¢elu agarozowym,
z30¢,0na z czistek zawierajicych apo A-l lub/i apo A-ll. Liposomy

i frakcje pred wytricano z mieszanin inkubacyjnych za pomoct
heparyny i CaCl . Dziéki temu wykazano, ¢ e iloceae apo A-1 oraz apo
A-1l uwalnianych z HDL wzrasta3a wraz ze wzrostem sté¢ enia FL
liposoméw w mieszaninie inkubacyjnej. Przy stosunku
FL-HDL/FL-LP wynoszicym 5:1 HDL tracidy oko30 9% apo A-Il.
Elektroforeza dwukierunkowa w 0,75% agarozie - gradiencie ¢elu
poliakrylamidowego (2-27%), w warunkach niedenaturujicych
wykazada, ¢e w populacji zawierajtcej apo A-1 dominowady czistki

o cerednicach od 8,3 do 11,3 nm, natomiast w populacji zawieraj'cej
apo A-ll czistki o cerednicach od 8,7 do 9,1 oraz od 9,7 do 10,5 nm.
Na podstawie analizy dystrybucji apo A-1 i apo A-1l we frakcjach
pred powstajicych przy ro¢nych stosunkach FL-HDL/FL-LP
stwierdzono, ¢e wzrost sté¢senia FL liposomoéw nie wpdywa3 na
wielkoceae powstajicych czistek lipoproteinowych. Wskazuje to, ¢e
cechuje je sta%a proporcja lipidow i biasek. Za najwagniejszt
obserwacjé nale;y uznaze fakt, ¢e w populacji zawierajicej apo A-ll
generowane st g2ownie ma3e cz'stki, o cerednicy oko3o 7,9 nm, awiéc
zbli¢onej do cerednicy prekursorowych HDL wystépujtcych
W 0SOCZU.

Inkubacja pe®nej surowicy z liposomami wykazala, ¢e takie
w obecnoceciinnych lipoprotein reakcja pomiédzy HDL i liposomami
prowadzi do przesuniécia apo A-l i A-Il z HDL do
nowopowstajicych czistek o ruchliwoceci @gre- . Na podstawie
wielkoceci czlstek zawierajicych apo A-ll znajdujicych sié w tej
frakcji pre& mog¢na wnioskowase, ¢e w tych warunkach czéceee
uwolnionej apo A-1l wilza3a sié w z czlstkami lipoprotein niskiej
géstoceci (VLDL).

Wyniki przedstawione w pracy wykaza3y po raz pierwszy, ¢,e podczas
transferu FL do HDL, apo A-ll uwalnia sié z cz'stek dojrza®ych HDL

i tworzy nowe okrecelone populacje czistek dyskoidalnych.
W warunkach fizjologicznych HDL pozyskujt FL od lipoprotein
transportujicych triacyloglicerole - VLDL i chylomikrong
Powstawanie przy tym ma3ych dyskoidalnych HDL A-Il mo¢ e mieege
wag¢ny wpdyw na metabolizm lipoprotein. Czistki takie mog3yby
wbudowywaee sié do sferycznych HDL A-l na drodze mechanizmu
zale¢ nego od acylotransferazy lecytynowo-cholesterolowej (LCAT)

i w ten sposOb uczestniczyee w przemianach HDL zachodzcych
w osoczu. Badania nad zwitzkami funkcjonalnymi pomiédzy apo A-

Il i hipertriglicerydemit wskazuj!, ¢e HDL A-ll mog3yby
wbudowywage sié te¢ do czistek VLDL i modulowaae hydrolizé
triacylogliceroli. HDL A-l1l mog3yby te¢ oddziadywaae

z przezbionowymi transporterami ABC A-l i wp3ywaee na proces
powrotnego transportu cholesterolu.

Czeceae wynikow uzyskanych w pracy by3a prezentowana na 8-mym
Miédzynarodowym Kongresie Chor6b Tétnic Wieficowych (Praga,
Czechy, 11-14.10.2009 i opublikowana w New Approaches In
Coronary Artery Disease, Proceedings of th& 8 International
Congress of Coronary Artery Disease, 2009 . str. 71-74).



Filozofia klasyczna wobec problemow bioetyki

Str. 21

Marcelina Gunther- Peplifiska
Promotor: dr hab.med. Ewa Bry?3,
Zak3ad Fizjopatologii GUMed

"Wystépowanie limfocytow TCR aa i TCR aawe krwi
obwodowej i p3ynie stawowym u chorych na
reumatoidalne zapalenie stawoéw:'

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest najczéstsz! artropatit
zapaln! weerdd rasy kaukaskiej. Charakteryzuje je symetryczny
obrzék stawow rik i stop. RZS mo¢e miese takée swoéj poczitek
w stawie kotanowym, gdzie gromadzi sié wysiék zapalny, w ktérym
obecne st limfocyty T. Mimo wielu przeprowadzonych badafi nie
wyjaceniono jak dot'd patogenezy choroby. W ostatnich latach
przyjéto hipotezé zak3adajlc! systemowy przebieg RZS, tj.
zauwa¢,ono zaanga¢ owanie obwodowego uk3adu odpornoceciowego,
tj. limfocytoéw T, ktdre pe3nit wa¢ nt rolé w indukcji zmian, ktérych
wynikiem jest uszkodzenie stawow.

W pracy badano immunologiczne podio¢ie reumatoidalnego
zapalenia stawow. Uwagé pocewiécono badaniom komorek
posiadajtcych receptor TCR, czyli limfocytow da orazdd we
krwi obwodowej i p3ynie stawowym u pacjentow z RZS. G36wny
nacisk po3o¢sono na charakterystyké fenotypow! limfocytow
T zreceptorem TCR w obu kompartmentach.

Do badafi wykorzystano materia® biologiczny pochodzicy od
pacjentéw z RZS oraz ludzi zdrowych. W grupie badanej (chorzy na
RZS) pobierano tego samego dnia krew obwodow! oraz p3yn
stawowy ze stawu kolanowego. W grupie kontrolnej analizie
poddano krew obwodow?!.

Dziéki zastosowaniu nowoczesnej techniki, jak! jest cytometria
przep3ywowa, mog¢liwa by3a ocena ekspresji antygendéw
powierzchniowych dla poszczegoélnych subpopulacji limfocytow
TzTCRaai TCRaa.

Uzyskane wyniki wskazuj! na istotne zwiékszenie iloceci oraz
odsetka limfocytéw TCRi& w p3ynie stawowym w poréwnaniu do
poziomow we krwi obwodowej tych samych os6b. Nale¢! one do
ro¢nych subpopulacji, co przemawia za heterogennocecit
immunologiczn! RZS, wspoé3istniejict z rdsnym przebiegiem
klinicznym choroby, Przedstawione wyniki wnosz! wag¢, ne elementy
do poznania patomechanizmu reumatoidalnego zapalenia stawow
i mog! stanowiee poczitek szerszej analizy, ktéra docelowo mo¢e
staee sié czynnikiem prognostycznym przebiegu RZS.

Filozofia klasyczna wobec problemoéw bioetyki

Kazimierz Sza3ata
RECENZJA KS¥ KI
Tadeusz Elipko S. JBipetyka " Wydawnictwo Petrus, Krakéw
2009 stron 519.

Kiedy coraz czéceciej stajemy wobec probleméw moralnych,
ktore najwyraVYniej przerastaj! nas i nie potrafimy jednoznacznie
oceniage naszych dziadafi, chcielibyeemy na nowo wrdciee do
autorytetéw. Dotyczy to zwsaszcza zagadniefl zwilzanych
z nieustannym postépem w naukach biomedycznych, ktére niemal
z dnia na dziefi zmieniajt oblicze nowoczesnej diagnostyki i terapii.
Coce, co wczoraj mo¢ na by3o znaleYae co najwy ej na kartkach ksit¢, ek
futurystycznych staje sié zespo3em faktéw, ktére czasem ciesz?,
czasem zace napawaj! nas niepokojem a nawet przera¢,eniem. Dziéki
wcil¢é, poszerzajicym sié mog liwoceciom diagnostyki mog¢.emy dzice
zebraae jak najwiéksz! iloceege informacji o stanie pacjenta, co pozwala
na skuteczniejsze dzia®ania prewencyjne i terapeutyczne, ale te¢, przy
z3ymich zastosowaniu otwiera pole do manipulacjiinadu¢ yee.

Wiemy zatem dobrze, ¢e bardziej ni¢ kiedykolwiek
potrzebujemy solidnej wiedzy antropologicznej i g2ébokiej refleks;ji
etycznej, ktéra pozwolidaby dobrze oceniee szanse i zagro¢ enia, przed
jakimi staje wspé3czesna medycyna. Z tym wiéksz! radocecit
przyjmujemy ukazanie sié nowej ksit¢ki znanego krakowskiego
moralisty ks. prof. Tadeusza Elipki, ktory jest wielkim autorytetem
w dziedzinie nauk moralnych nie tylko w Polsce, ale i w Europie.
Mam na myceli monograficzn! pracé ,Bioetyka. Najwagniejsze
problemy” stanowic! jakby podsumowanie wieloletniej pracy nad
najbardziej trudnymi problemami moralnymiwspé3czesnego cewiata.

Autor znanych i cenionych podrécznikéw akademickich do etyki
[Tadeusz Elipko: ,Zarys etyki ogélnej”, Krakéw 197draz ~ ,Zarys
etyki szczegélowej”, tom 1-2, Krakéw 198%tére doczekady sié
wielu wydaf, tym razem przedstawia nam solidn® filozoficznt
refleksjé nad szansami i zagro¢.eniami, jakie niesie dla cz3owieka
wspo63czesna medycyna. Na tle wielu prac dotycztcych btdY co btdY
modnej dzice problematyki biotycznej, praca prof. Elipki jest
wyjitkowa. Autorem jej jest bowiem nie jeden z elokwentnych
postmodernistéw przedstawiajicych w atrakcyjny sposéb
relatywistyczne ujécia, w ktorych cz3owiek uwolniony od prawdy
i dobra czuje sié ,panem w3asnego losu”, panem w3asnych ocen
moralnych skrojonych na miaré mojego cewiatopogltdu. Prof.
Tadeusz CElipko, absolwent Wydzia3u Teologicznego Uniwersytetu
Jagiellofiskiego reprezentuje powa¢n! szko3é klasycznej
arystotelesowsko-tomistycznej filozofii. Jest autorem opierajicym
swojt koncepcjé na najwiékszych autorytetach klasycznej myceli.
Przez wiele lat wyk3ada® etyké w Akademii Teologii Katolickiej
w Warszawie, gdzie jako jeden z pierwszych polskich autorow
zajmowa3 sié problemami, ktére dzice s' przedmiotem zrodzonej
w latach siedemdziesittych ubieg3ego stulecia bioety®iréanice
¢Jycia. Dylematy wsp63czesnej bioetyki”, Warszawa/.978

Czytelnik omawianej pracy dowie sié, ¢e wbrew powszechnej
opinii, i¢, ka¢dy na swoj sposéb mo¢,e uprawiage bioetyké, i moge
gosiae dowolne poglidy w tej dziedzinie, bioetyka jest nauk? i to nie
byle jak'. Jak ka¢da inna dyscyplina posiada swoj przedmiot
i metodé. Jest nauk! filozoficzn! dystansujict wszelkie, zaledwie
emocjonalne, jak te¢ jakoceciowe ujécia czlowieka. U podstaw
bioetyki, ktora jest niczym innym, jak jedn! z etyk szczegd3owych
le¢cy jakace wizja cz3owieka, inaczej mowilc jakace antropologia
/Aktualnie funkcjonujice koncepcje czlowieka omawia Roman
Darowski w ksit¢ce ,Filozofia cz3owieka. Zarys problematyki”,
Krakow 2008.

W3aceciwie wszystkie dzisiejsze spory w etyce czy hioetyce st
w gruncie rzeczy sporami o koncepcjé czlowieka. Dlatego tak bardzo
cenna jest leglca u podstaw etyki ks. prof. GElipki realistyczno-
personalistyczna koncepcja osoby ludzkiej. Realistyczha
ujmujica czowieka jako realny byt, nie tylko element jakiejoe
struktury sposecznej, jakiegooe projektu, czy jakiejoe wizji cewiata. Jest
personalistyczna, bo ujmuje cz3owieka, jako osobé a wiéc byt
rozumny, cewiadomy swej obecnooceci w cewiecie, byt przytomny
zdolny do poznawania cewiata, formu3owania ocen i dokonywania
wolnych wyboréw. Jako takiemu bytowi przys3uguje przynale¢na
mu w sposo6b bezwzglédny godnoceae.

W swoim obszernym, bo licztcym ponad piéseset stron dziele ks.
prof. CElipko proponuje rzeteln® refleksjé filozoficzn! nad ¢yciem
ludzkim w jego pe3nym, osobowym wymiarze. Wprowadza
przejrzysty porzidek w najczéceciej powierzchowne i byle jakie
proby podejmowania kwestii biotycznych. Jak przysta3o na porzidny
dyskurs filozoficzny, majtcy swoj wzorzec w dziedach Arystotelesa
i Cycerona wszelk! refleksjé rozpoczyna od zdefiniowania
przedmiotu, ktérym sié zajmuje. Zdefiniowase bowiem jakiece
pojécie, to co prawda jeszcze nie filozofia, ale nie da sié filozofowaae
wowczas, gdy do kofica nie wiemy, czym sié zajmujemy.

Okazuje sié, ¢e ju¢ sama definicja bioetyki, jaka funkcjonuje
w literaturze jest niejednoznaczna. Bioetyka uprawiana najczéceciej
w interdyscyplinarnych cerodowiskach przypisywana jest ona do
ré¢,nych dziedzin, niekoniecznie zwitzanych z filozofit, w ktérej
tylko jest miejsce dla refleksji moraln&la przyk3adu prof. O. Wilson
w ksitice , Sociobiology: the Nev Synthesis" Wva@, e zagadnienia
bioetyki nalg y oddae dzicew r ée biolog év. Por: ,Uneéme éthique
pour tous?" sous la dir. de Jean-Pierre de Changeux, ed. Odile Jacob,
Paris 1997. s 78.Ks. profesor Tadeusz (Elipko sytuuje bioetyké
w filozofii, ktéra jest jedyn! nauk! dysponujic! narzédziami
poznawczymi pozwalajicymi na formu3owanie norm moralnych
opartych na prawdzie o cz3owiekiBioetyka [...] stanowi dzia3
filozoficznej etyki szczegd3owej, ktéra ma ustalise oceny i normy
(regudy) moralne wa¢ne w dziedzinie dzia®aii (aktow) lidzkich
polegajicych na ingerencji w granicznych sytuacjach zwitzanych
z zapoczitkowaniem ¢ycia, jego trwaniem i cemiercrddeusz
CElipko S. J.: ,Bioetyka” Wydawnictwo Petrus, Krakdw 2009/s 18
Prawd! jest, ¢e podejmowanie zagadniefl bioetycznych wymaga
szczegb3owej wiedzy na temat zaawansowanych procedur
biomedycznych, wiedzy z poziomu nauk eksperymentalnych i jest
rzecztoczywist?, ¢ e bioetyka musibyae uprawiana zawsze wjakimece
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interdyscyplinarnym kontekcecie.
Jednak oceny moralne rozpoznanych faktéw mogt byae formu3owane
na terenie filozofii i w oparciu o solidn? filozoficznt antropologié.

Prezentowana w ksit¢ce wyk3adnia bioetyki jako etyki
szczego63owej, budowana jest na naturalnym poznaniu
filozoficznym. Jako taka, nie mo¢ e byae w ¢ adnym razie uznawana za
stanowisko cewiatopogltdowe. Wra¢liwocese metodologiczna
krakowskiego filozofa oczyszcza mycel filozoficznt z wszelkich
cewiatopogltdowych wp3ywow. Nie ignoruje stanowisk religijnych
i cewiatopogltdowych, ksztastujicych nasz! cewiadomoceae moraln?.
W tym sensie mo¢na powiedzieae, ¢e jest g3éboko zanurzona
wtradycjé chrzececijafisk?.

Pierwszym zespo3em omawianych zagadniefi wilstcym sié
z szeroko pojéta ekologit, bédica nauk! o cerodowisku naturalnym
cz3owieka. Jak mo¢na sié szybko zorientowase, podobnie jak ca3a
bioetyka, dziedzina ta wymaga uporztdkowania. Ksitdz profesor
Elipko zwraca uwagé na dwie orientacje filozoficzno-etyczne
okrecelajice nasz stosunek do przyrody. Pierwsza zwilzana jest
z biblijnt zachét! ,czyficie sobie ziemié poddan!” prowadz!ca do
dominacji nad przyrod?, druga zace wywodzca sié, jak to nazywa
nasz autor, z ,kultu ¢ycia” do swoistego partnerstwa w relacjach
z przyrod!. Zarébwno w jednej, jak i drugiej wizji kryje sié wiele
niebezpieczefistw. Ekologia, jak! proponuje ksitdz profesor Elipko
jest nauk! mocno osadzon! w solidnych podstawach jakie daje
antropologia filozoficzna. By bowiem dobrze zrozumieae odniesienia
cz3owieka do jego naturalnego cerodowiska, trzeba wiedzieae, kim jest
cz3owiek. A to przecie¢, w naszej kulturze jest coraz mniej jasne
/Znakomity filozof szwajcarski prof. Marie Dominique Philippe
mowi, ¢e temat cz2owieka jest ,niechodliwy” w naszej kulturze. Tym
co ,chodliwe” zajmujt sié jednak soficeci, a nie filozofowie. Por.
»Trzy mtdroceci” z M. D. Philippe rozmawia Fédéric Lenoir, przek3ad
Agnieszka Kuryoe, Wydawnictwo Karmelitow Bosych, Krakéw 2008,
S. 26/.

Drugi wa¢ ny zespé® zagadniefi moralnych podjétych przez ks.
prof. Elipké w ,Bioetyce” stanowi szeroko pojéta ingynieria
genetyczna. Krakowski profesor, ze swoj! rzeteln! metodyk?!
porzidkuje zagadnienia, definiuje podstawowe pojécia
i charakteryzuje pogltdy obecne w aktualnych dyskusjach i w koficu
formuduje swoje stanowisko oparte na antropologicznych
i aksjologicznych podstawach filozoficznych.

Ks. CElipko dok3adnie omawia wszystkie kwestie moralne
dotyczice poczitkow ludzkiego ¢ycia (embriologia, manipulacje
genetyczne, zap®odnienie pozaustrojowe, ,macierzyfistwo
zastépcze, problem ,produkcji” i zamra¢ania embrionéw ludzkich,
diagnostyka prenatalna i aborcja), odnosz!c je do podstawowej
prawdy o cziowieku w jego pe3nym osobowym wymiarze. Choee, jak
to ju¢, zaznaczylicemy, ksitdz profesor Elipko reprezentuje w swych
poglidach etyké katolick?, w ujéciach prezentowanych problemoéw
nie ma nic z ciasnego dogmatyzmu, ale uczciwy dialog ze
wszystkimi obecnymi dzice stanowiskami w filozofii cz3owieka
le¢lcej u podstaw rozwag,anych problemoéw bioetycznych. Widaee to
wyraYnie przy okazji omawiania szczeg63owych zagadniefi. Wbrew
powszechnym opiniom o zastrze¢ eniach moralnych przedstawicieli
etyki katolickiej dotyczicych badaf prenatalnych ks. Elipko
wyjacenia, ¢ e wtedy, gdy badania te otwieraj! perspektywé nowych
dottd niedostépnych mog liwoceci terapeutycznych, zas3ugujt one na
uznanie. Gdy s!' tylko elementem dziasafi zmierzajicym do
wyeliminowanioa nienarodzonego cz3owieka z takich czy innych
wzgléddw staj! sié one elementem zespo3u niegodziwych dzia3afi
nie respektujicych nale¢ nego prawa cz3owieka do nienaruszalnoceci
jego ¢ycia.

Weerdd licznych zagadniefi poruszonych w omawianym
obszernym compendium bioetycznym na szczeg6int uwagé
zasugujt rozwag¢ania dotyczice eksperymentéw medycznych
transplantologii, dzia3af terapeutycznych przynoszicych w skutkach
okaleczenie, czy te¢, dziaaf, ktérych celem jest pozbawienie ¢ycia
cz3owieka, w celu uwolnienia go od cierpienia. Ksitdz profesor
(Elipko jednoznacznie sprzeciwia sié wszelkim formom eutanazji
biernejiczynnej. Nie akceptuje te¢, zasady walki o ¢ ycie cz;owieka za
wszelk! cené, wtedy, gdy cz3owiek stojicy w obliczu nieuchronnej
cemierci jest na etapie agonii.

Dla g2ébszego zrozumienia pojécia tak zwanej ,godnej cemierci”
ks. Elipko proponuje wyjcecie poza jézyk czysto medyczny ktéry

pozwala spojrzeae na agonié nie jak na stan chorobowy, ale etap
w ¢yciu osobowym cziowieka. Zwraca uwagé, ¢e nalesy go ujtae
w innym, ni¢, medyczny kontekoecjde¢eli okrecelenie ,godnej
cemierci” ma sens, to wiacenie w tym kontekcecie, gdy gacenie nadziej;
uleczenia czlowieka, nale¢y mu stworzyse warunki mogliwie
odpowiedniego zejcecia z tego cewita’/ Trzy midroceci” z M. D.
Philippe rozmawia Fédéric Lenoir, przek3ad Agnieszka Kuryce,
Wydawnictwo Karmelitéw Bosych, Krakéw 2008, s 433ktamy
womawianejksit¢ ce.

Nie jestecemy w stanie omowiae wszystkich zagadniefi, jakie zostady
podjéte w omawianej ksit¢ce. Szkoda, ze zabrakio tam
wyodrébnienia zagadniefi dotyczlcych rozwijajicej sié mra

z innymi dziedzinami medycyny diagnostyki laboratoryjnej
Ksit¢ka powsta3a na bazie wieloletnich badafi siégajicych lat
osiemdziesittych ubieglego stulecia, kiedy nie by%o jeszc

w naszym kraju cewiadomoceci odrébnoceci diagnostyki. Jeceli jednak
przypomnimy sobie zdanie wielkiego autorytetu w cewiecie
medycznym z prze3omu XIX i XX wieku W3adys3awie Biegafiskim,
ktory by3 wrogiem tworzenia jakichkolwiek etyk szczegé3owych,
uznajlc, ¢ e podstawowe, ogélne normy moralne s! wystarczajtct
baz! dla formu3owania ocen w zagadnieniach szczegd3owych,
mo¢.emy z caa pewnoceci! stwierdziae, ¢ e jest to ksil¢ ka rownie¢, dla
diagnostow. Wyznacza bowiem jasn! metodé badafi opartych na
personalistycznej antropologii filozoficznej, na ktérej budowa3y sié
zréby naszej europejskiej cywilizacji.

APEL
Do tych wszystkich Kole¢anek i Kolegéw, ktorzy wykonujt czynnoceci
diagnostyki laboratoryjnej i dot'd nie dysponujt dokumentem ,PWZDL".
Postépowanie takie jest naruszeniem zasad etyki zawodowej oraz jest
niezgodne z obowilzujlcym prawem v[de: Rozdzia® 8 pt:
,Odpowiedzialnoceae karna”, art. 71 ustawy zdnia 27 lipca2001r.0
diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity.: Dz. U. 04. 144. 1529 z p6Yn.
Zm.)].

Czes3aw GBowniak
Sekretarz KRDL

UWAGA

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

- uzyskali specjalizacjé,

- zmienili adres zamieszkania,

- zmienilidowod osobisty,

- zmienili zak3ad pracy,

- zmienili nazwisko,
Aby w trybie pilnym przes3ali do biura KIDL kserokopié (potwierdzon! za
zgodnoceae odpisu z oryginadem), w/w dokumentéw, zgodnie z art. 8 ust. 3
ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity:
Dz.U.2004.144.1529zpoYn.Zm.).

Czes3aw G3owniak
Sekretarz KRDL

PRZYPOMNIENIE

Informujemy wszystkich ,¢ e wyniki badafi laboratoryjnych st autoryzowane
przez Diagnosté Laboratoryjnego poprzez podpisanie wynik
przystawienie piecz'tki (wed3ug jednolitego wzoru, ustanowionego uchwas3!
Nr82/11/2009 z 4 listopada 2009 roku).

Czes®aw GBowniak
Sekretarz KRDL

KOMUNIKAT RZECZNIKA DYSCYPLINARNEGO KIDL
Rzecznik Dyscyplinarny KIDL nie odpowiada na telefony
i anonimowe pisma .
Uprzejmie informujé, ¢e zainteresowane osoby i strony kierujlice do
Rzecznika Dyscyplinarnego KIDL (ul. Konopacka 4, 03-428 W-wa) skargi
i pisma powinny przesylage je pisemnie (!!!) z podaniem adresu do
korespondencji, zace w przypadku PT Diagnostéw Laboratoryjnych, oprécz
adresu, nalesy podase numer wpisu na listé diagnostéw lab. DANE TE
POZOSTAJ¥ WYE¥CZNIE W DYSPOZYCJI | DO INFORMACIJI
RZECZNIKADYSCYPLINARNEGOKIDL

Ewa Tuszewska
Rzecznik Dyscyplinarny KIDL










