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Czas Bo¿ego Narodzenia to  chwila zatrzymania siê i refleksji
nad tymi bliskimi, których po raz pierwszy nie ma z nami przy

wigilijnym stole.
W tym roku po¿egnaliœmy œw. p. Annê Ojak - cz³owieka

oddanego diagnostyce i tworzeniu samorz¹du diagnostów
laboratoryjnych.

Œw. p. Anna Ojak by³a osob¹ niez³omn¹, konsekwentn¹,
odznaczaj¹c¹ siê charyzmatem ducha, odpowiedzialnoœci¹

i bezinteresownoœci¹, bezwzglêdnie g³osz¹c¹ prawdê
w spolaryzowanym otoczeniu, choæ nios³o to z sob¹ trudy i przykre

konsekwencje. By³a oddana do koñca. Cierpienie ofiarowa³a za
diagnostów laboratoryjnych - tak powiedzia³a  w rozmowie

telefonicznej przed œmierci¹.
Wierzymy, ¿e droga nam œw. p. Anna Ojak pozostanie w naszej

pamiêci symbolem troski o dobro zawodu, bezinteresownej pracy
na rzecz samorz¹du zawodowego oraz rozwijania etosu zawodu

diagnosty laboratoryjnego w œrodowisku medycznym i w œrodowisku
pacjentów.

Wspominaj¹c œw. p. Annê Ojak myœlimy równie¿ o diagnostach
laboratoryjnych, którzy odeszli tego roku do domu Ojca.
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Drodzy diagnoœci,

ŒwiêtaBo¿egoNarodzenia towyj¹tkowyokres.
To czas, który budzi szczere uczucia i ³¹czy nas
w jedn¹ rodzinêdiagnostyczn¹.
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wsi³êdobra
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Patomechanizm gospodarki ¿elazem w niedokrwistoœci

Kazimierz Kuliczkowski

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

Niedokrwistoœæ (anemia) to objaw charakteryzuj¹cy siê obni¿eniem
poni¿ej normy dla danej populacji stê¿enia hemoglobiny i liczby
erytrocytów. Przyczyn¹ powstania niedokrwistoœci mog¹ byæ
w kolejnoœci patofizjologicznej:

1. niesprawnoœæ „producenta” szpiku powsta³a w wyniku
ró¿nych mechanizmów - np. w niedokrwistoœci chorób
przewlek³ych, w niedokrwistoœci aplastycznej, w zespo³ach
mielodysplastycznych, bia³aczkach itp.,

2. nadmierna utrata w wyniku ostrych czy przewlek³ych
krwawieñ,

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

4. brak niezbêdnych sk³adników do produkcji erytrocytów
w wyniku:
- niedoborów pokarmowych,
- zaburzonego wch³aniania,
- nieprawid³owej gospodarki tymi sk³adnikami  np.
niedokrwistoœæ w przewlek³ym  zapaleniu, w procesach
immunologicznych.

Czêsto przyczyny powstawania niedokrwistoœci s¹ z³o¿one
i uczestnicz¹ w nich ró¿ne mechanizmy np. niedokrwistoœæ
w przebiegu nowotworu. Do najczêstszych niedokrwistoœci nale¿¹
niedokrwistoœæ z niedoboru ¿elaza i niedokrwistoœæ chorób
przewlek³ych (ACD anemia of 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 stanowi¹ magazyny
tkankowe (5).

G³ównym zadaniem erytrocytów jest dostarczanie tlenu do tkanek
i temu celowi s³u¿y hemoglobina sk³adaj¹ca siê z hemu (pierœcieñ

pirolowy zwi¹zany z ¿elazem) i bia³ka globiny oraz
charakterystyczna budowa erytrocyta. Niedobory g³ównie ¿elaza lub
upoœledzenie struktur erytrocyta i jego sk³adowych upoœledzaj¹
transport tlenu czego wynikiem jest niedotlenienie tkanek, hipoksja.
W komórkach ca³ego cia³a znajduj¹ siê „czujniki” tlenowe, czynniki
transkrypcyjne wra¿liwe na niedobór tlenu. Niedobór tlenu indukuje
ich aktywnoœæ i pobudzenie transkrypcji genów bior¹cych udzia³
w przeciwdzia³aniu temu np. poprzez produkcjê erytropoetyny
stymuluj¹cej szpik do zwiêkszonej produkcji erytrocytów, co z kolei
ma wp³yw na mechanizmy reguluj¹ce dostarczaj¹ce sk³adników do
ich produkcji np. ¿elazo, wit. B12, kwas foliowy i in. Oprócz genów
odpowiedzialnych za produkcjê erytrocytów, ulegaj¹ indukcji
równie¿ geny stymuluj¹ce angiogenezê aby poprawiæ dostarczanie
tlenu do tkanek. Tym czynnikiem trankrypcyjnym jest czynnik
indukowany hipoksj¹ - HIF- (hypoxia-inducible factor).
Dotychczas opisano ich trzy rodzaje: HIF-1 HIF-2 HIF-3 . Przy
prawid³owej zawartoœci tlenu w tkankach ulegaj¹ one niszczeniu
przy pomocy hydroksylaz nale¿¹cych do nadrodziny dioksygenaz
zale¿nych od 2-oksyglutaranu, które hydroksyluj¹c prolinê czynnika
transkrypcyjnego HIF- w obecnoœci tlenu umo¿liwiaj¹
przy³¹czenie bia³ka VHL (von Hippel-Lindau), które jest
rozpoznawane przez ligazê E3 ubikwityny, co prowadzi
w ostatecznoœci do degradacji HIF- ydroksylazy te nazywane s¹
PHD (prolyl hydroxylase domain containing proteins) i opisano
dotyczas ich 4 rodzaje. Oprócz wra¿liwoœci na tlen i 2-oksyglutaran,
wymagaj¹ do swojej aktywnoœci równie¿ Fe . Obecnoœæ tlenu
aktywuje te hydroksylazy, natomiast niedobór tlenu stabilizuje
HIF- i dochodzi do transkrypcji genów odpowiedzialnych za
erytropoetynê i angiogenezê. Obok hydroksylaz jest jeszcze jeden
czynnik odpowiedzialny za regulacjê HIF- ,- inhibitor (FIH Factor
Inhibiting HIF), który hydroksyluj¹c w nim w obecnoœci tlenu
asparaginê hamuje jego dzia³anie. Wp³yw na angiogenezê czyni
czynniki HIF- wa¿nymi w procesie cancerogenezy
(Ryc. 1.)(3,7,14).

³

W gospodarce ¿elazem wiele poznano, ale te¿ nadal s¹ tutaj bia³e
plamy wymagaj¹ce dalszych badañ. U dobrze od¿ywionego
cz³owieka 3 - 4 g ¿elaza jest zwi¹zane z hemoglobin¹, codziennie
potrzeba 20 - 25 mg dla syntezy hemoglobiny. ¯elazo jest
reutylizowane w wiêkszoœci z rozpad³ych erytrocytów,
a bezpowrotne straty z przewodu pokarmowego i pow³ok skórnych
s¹ uzupe³niane w diecie codziennej w iloœci 1 mg dla mê¿czyzn i 1 - 3
mg dla kobiet (wiêcej z powodu dodatkowej utraty przez miesi¹czki)
i wzrasta przy niedoborze ¿elaza. Oprócz hemoglobiny ¿elazo
zawieraj¹: mioglobina, cytochromy, redukaza rybonukleotydowa,
akonitaza, zlepy ¿elazowo -siarkowe (ISC - iron - sulphur clusters)
tj. bia³ka z Fe-S przenosz¹ce elektrony (2, 3, 9). ¯elazo znajduje siê
równie¿ w mózgu, gdzie podlega podobnym mechanizmom
transportu i wch³aniania jak opisano poni¿ej. W diecie ¿elazo
wystêpuje w dwóch postaciach: nieorganiczne co stanowi 90%
i organiczne w postaci hemu 10%. Wch³anianie ¿elaza zale¿y od
rodzaju diety, zawartego w niej ¿elaza . W diecie bogatej w miêso,
¿elazo w po³owie pochodzi z hemu hemoglobiny czy mioglobiny,
a w innych czêœciach œwiata przy diecie ubogiej w miêso, pochodzi
z roœlin jako Fe . Kwas askorbinowy redukuj¹c ¿elazo do
dwuwartoœciowego Fe zwiêksza jego wch³anianie. Fityny
i polifenole zawarte w pokarmach roœlinnych hamuj¹ resorbcjê (3).
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Ryc. 1. VHL bia ko von Hippel Lindau, PHD prolyl hydroxylase
domain containing proteins, Epo-erytropoetyna, cz. angiopoet.-
czynniki angiopoetyczne

Dotychczas zidentyfikowano trzy drogi wch³aniania ¿elaza:
1. nieorganiczne Fe po redukcji do Fe transportowane do

enterocyta przez DMT1 (Divalent Metal Transporter l-
Transporter Dwu wartoœciowe go Metalu)

2. hem transportowany jest przez bia³ko HCPI (Heme Carrier
Protein l- Bia³ko noœnikowe hemu 1)

3. transport ¿elaza trójwartoœciowego (Fe ) do enterocyta mo¿e te¿
odbywaæ siê drog¹ integrynowo - mobiliferynow¹ - IMP
(Integrin - mobiliferin pathway) niezbyt dobrze poznan¹.

Ryc. 2. LIP - labile iron pool (zmienna pula ¿elaza), Mitochondr. -
mitochondrium, reszta objaœnieñ w tekœcie.
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DMT1 przenosi ¿elazo dwuwartoœciowe przez szczytow¹ b³onê
cytoplazmatyczn¹ enterocytu. Opisano mutacje tego noœnika
u chorych z niedaj¹c¹ siê leczyæ niedokrwistoœci¹ z niedoboru ¿elaza.
¯elazo pokarmowe trójwartoœciowe zostaje zredukowane przez
cytochrom dwunastniczy b (Dcytb - Duodenalcytochrome b,
reduktaza ¿elazawa) znajduj¹cy siê w szczycie enterocytu, choæ wg
niektórych nie jest to niezbêdne dla przenoszenia przez DMT1 (1,3).
Jak przenoszone jest ¿elazo wewn¹trz komórki dok³adnie
niewiadomo. Z enterocyta ¿elazo jest przenoszone z powierzchni
podstawowe - bocznej przy pomocy ferroportyny (FPN1 -
Ferroportin 1). Transporter ten znajduje siê równie¿ na powierzchni
podstawowe -bocznej syncytiotrofoblasta ³o¿yska jak
i w makrofagach w¹troby (w³¹czaj¹c komórki Kupfera), œledziony
i w hepatocytach. ¯elazo dwuwartoœciowe jest utleniane do
trójwartoœciowego przez oksydazê ¿elazaw¹ - hefestynê (hephestin) ,
zwi¹zan¹ z b³on¹ komórkow¹ i zawieraj¹ca liczne jony miedzi
wymagane dla jej aktywnoœci. Podobn¹ rolê spe³nia dla innych
komórek ceruloplazmina produkowana w w¹trobie i kr¹¿¹ca we
krwi. U³atwia ona uwalnianie ¿elaza z komórek. Uwolnione ¿elazo
trójwartoœciowe we krwi jest transportowane przez transferynê,
która sk³ada siê z dwóch globularnych p³atów, ka¿dy ³¹czy siê zjedna
cz¹steczk¹ ¿elaza. Produkowana jest g³ównie w w¹trobie ale te¿
i w mózgu ( Ryc. 2.).
Makrofagi, komórki odpornoœciowe odgrywaj¹ równie¿ rolê
w gospodarce ¿elazem, fagocytuj¹ erytrocyty, a uwalniaj¹c ¿elazo,
wp³ywaj¹ na jego stê¿enie we krwi. Sfagocytowane erytrocyty s¹
transportowane przez wakuole fagocytarne do wnêtrza komórki,
a z wakuol ¿elazo transportowane jest do cytoplazmy przez
homologiczne do DMT1 bia³ko zwane Nrampl. Z kolei
z makrofagów ¿elazo jest transportowane na zewn¹trz przez
feroportynê.
Do innych homologów transferyny nale¿y wymieniæ
melanotransferynê i laktoferynê. Laktoferyna odgrywa g³ównie rolê
obronn¹ jako czynnik przeciwbakteryjny, a rola melanotransferyny
nie jest dok³adnie okreœlona.
¯elazo transferyny jest przekazywane receptorom transferynowym
drog¹ endocytozy. Receptory s¹ obecne powszechnie na komórkach.
Po zwi¹zaniu receptora z Fe - transferyn¹ drog¹ endocytozy
kompleks ten jest przenoszony do cytoplazmy, ¿elazo jest
redukowane do dwuwartoœciowego prze reduktazê ¿elazaw¹ Steap3
i transportowane przez DMT1 do cytoplazmy, a kompleks receptor
transferynowy i transferyna s¹ przenoszone na zewn¹trz komórki
i transferyna uwalnia siê. Ca³y ten proces trwa 3 minuty (3). ¯elazo
w komórce mo¿e byæ wbudowywane do hemu lub zlepów ¿elazowo -
siarkowych lub sk³adowane w ferytynie, aby byæ zu¿ytym póŸniej.
Zarówno hem jak i zlepy ¿elazowosiarkowe s¹ syntetyzowane
w mitochondriach, gdzie ¿elazo jest pobierane przez midoferynê,
bia³ko b³ony mitochondriów. Tutaj sk³adowane jest w bia³ku
frataksynie, które przez to zapobiega powstawaniu wolnych
rodników. Mutacje tego bia³ka s¹ odpowiedzialne m.in. za ataksjê
Friedreicha.
Ferrytyna jest cytoplazmatycznym, powszechnie wyra¿anym
(expressed), globularnym bia³kiem spichrzaj¹cym ¿elazo (w iloœci
oko³o 4500 jonów) w swym wnêtrzu po utlenieniu przez ³añcuch Ldo
trójwartoœciowego. W cytoplazmie ferrytyna jest zwi¹zana
z mikrotubulami. Ferrytyna niezwi¹zana z ¿elazem nazywana jest
apoferrytyn¹, a zwi¹zana holoferrytyn¹. Niewielka, glikozylowana
czêœæ ferrytyny jest wydzielana do surowicy przez co mo¿emy
oceniaæ stan magazynów ¿elaza (12). Hemosyderyna równie¿ jest
sk³adowiskiem ¿elaza. Budowa nie jest dobrze poznana, sk³ada siê
z ferrytyny, z denaturowanej ferrytyny i innych bia³ek, ¿elazo st¹d
jest trudno dostêpne.
Hem jak wspomniano jest przenoszony przez bia³ko HCP1, które
przenosi w ca³oœci cz¹steczkê do cytoplazmy. Ekspresja tego bia³ka
zwiêksza siê pod wp³ywem hipoksji, a po³o¿enie w cytoplazmie
zale¿y od zawartoœci ¿elaza w organizmie. Zwykle jest
w cytoplazmie i przy b³onie komórkowej, przy niedoborach ¿elaza
znajduje siê tylko przy b³onie. W cytoplazmie hem jest degradowany
przez oksygenazê LHCP1 równie¿ przenosi kwas foliowy (2, 3).
¯elazo trójwartoœciowe jest przenoszone przez bia³ko opiekuñcze -
mobiliferynê i adhezyjne - integrynê p3. W niedoborach ¿elaza
mobiliferyna jest wydzielana do œwiat³a jelita, gdzie jedna cz¹stka
wi¹¿e 2 cz¹stki ¿elaza, w b³onie komórkowej ³¹czy siê z integryn¹.
Ca³y ten kompleks ³¹czy siê w cytoplazmie z flawinow¹

monooksygenaz¹ i DMT1. Kompleks ten nazywa siê paraferrytyn¹.
Redukuje on ¿elazo trójwartoœciowe do dwuwartoœciowego, które
nastêpnie jest transportowane przez DMT1 z wakuol (3).

Komórki reguluj¹ gospodarkê ¿elazem zarówno podczas pobierania,
sk³adowania jak i zu¿ywania. Ekspresja ferrytyny i receptora
transferyny s¹ regulowane na etapie postranskrypcyjnym przez
stê¿enie ¿elaza wewn¹trzkomórkowego. mRNA tych bia³ek
posiadaj¹ sekwencje regulowane przez ¿elazo - IRE (iron responsive
elements). Obni¿enie stê¿enia ¿elaza w komórce powoduje, ¿e bia³ka
spokrewnione z enzymem akonitaz¹ zwane IRPl lub IRP2 (iron
regulatory protein) wi¹¿¹ siê z IRE stymuluj¹c translacjê (Ryc. 3)
(8,17). Transport ¿elaza wewn¹trz komórki nie jest dobrze poznany,
¿elazo niezwi¹zane ani z ferrytyn¹ ani z mitochondriami tworzy pulê
labiln¹ (LIP - labile iron pool). G³ównym regulatorem gospodarki
¿elazem jest hepcydyna. Najpierw wyizolowano j¹ z ultrafiltratu
osocza, a nastêpnie z moczu i ze wzglêdu na pochodzenie z w¹troby
i w³asnoœci bakteriobójcze nazwano j¹ hepcydyn¹ (11). Hepcydyna
jak siê okaza³o jest g³ównym hormonem odpowiedzialnym za
gospodarkê ¿elazem. £¹cz¹c siê z feroportynê niszczy j¹
i w konsekwencji ¿elazo nie jest transportowane na zewn¹trz
komórek np. hepatocyta, enterocyta czy makrofaga. Ekspresja
hepcy-dyny na poziomie transkrypcji jest modulowana przez stany
zapalne, wysycenie transferyny ¿elazem, niedobór ¿elaza, hipoksjê.
Pod wp³ywem zapalenia IL-6 wi¹¿e siê z receptorem na hepatocycie
i stymuluje czynnik transkrypcyjny Stat3, który zwiêksza
transkrypcjê hepcydyny.

Ryc. 3. Objaœnienia w tekœcie.

Hemojuwelina (HJV) to nastêpny regulator stê¿enia hepcydyny.
Znajduje siê on w w¹trobie, sercu i miêœniach w formach:

. Obie te formy konkuruj¹ jeœli chodzi
o indukcjê transkrypcji hepcydyny wp³ywaj¹c ostatecznie na jej
wynik. Forma zwi¹zana wspó³dzia³a z kompleksem BMP2/BMP4
wzmagaj¹c wi¹zanie tego kompleksu do receptorów I i II kinaz
serynowo -treoninowych, które fosforyluj¹ Smad regulowany przez
te receptory, a ten z kolei ³¹czy siê ze Smad4 i kompleks ten
przemieszcza siê do j¹dra, gdzie indukuje transkrypcjê hepcydyny.
Rozpuszczalna hemojuwelina konkuruje o kompleks BMP2/BMP4
przez co hamuje transkrypcjê. Ekspresja obu form hemojuweliny
b³onowej i wolnej zale¿y od stê¿enia ¿elaza zwi¹zanego
z transferyn¹ (holotransferyny). Uwalnianie z b³ony komórkowej
rozpuszczalnej hemojuweliny jest hamowane przez holotransferynê,
natomiast niedobór ¿elaza i hipoksja stymuluj¹ produkcjê formy
rozpuszczalnej, stabilizuj¹c te¿ hepcydyny. Hepcydyna natomiast
indukuje ekspresjê furyny, która uwalnia z b³ony komórkowej woln¹
hemojuwelinê (Ryc.4). Mutacje zarówno hemojuweliny, jak
i hepcydyny prowadz¹ do nadmiernego gromadzenia ¿elaza,
hemochromatozy typu II. Innym czynnikiem wp³ywaj¹cym
poœrednio na regulacjê ¿elaza jest b³onowa proteaza serynowa -
matryptaza 2 (matriptase 2 -TMPRSS6), która rozk³adaj¹c b³onow¹
hemojuwelinê hamuje transkrypcjê hepcydyny. Opisano
niedokrwistoœci oporne na leczenie ¿elazem (IRIDA- iron refractory
iron deficiency anemia) wywo³ane mutacj¹ matryptazy 2. (l, 3, 4,
8,11, 12, 15,16).
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Ryc. 4. BMP - cytokina (bone morphogenetic protein), Stat3, Smad -
czynniki transkrypcyjne

Hemochromatoza typu I jest mutacj¹ bia³ka HFE, które równie¿
uczestniczy w regulacji gospodarki ¿elazem, ale jego mechanizm
dzia³ania nie jest dok³adnie poznany jeszcze. Bia³ko to jest wyra¿one
w niewielkim stopniu w wiêkszoœci komórek, a w du¿ej iloœci
w komórkach krypt jelita i w¹trobie. Ekspresja ta jest odwrotnie
proporcjonalna do absorpcji ¿elaza, brak tego bia³ka wi¹¿e siê
z nadmiern¹ absorpcj¹, a nadmierna ekspresja hamuje. Bia³ko to
³¹czy siê z 2 mikro globulin¹ w cytoplazmie i kompleks ten pojawia
siê na powierzchni komórki gdzie reaguje z receptorem
transferynowym l - TfR1. Uwa¿a siê, ¿e bia³ko HFE jest sensorem
zawartoœci bia³ka w organizmie u¿ywaj¹c do tego stê¿enie
saturowanej transferyny (holo-transferyny). Po³¹czenie
z holotransferyn¹ uwalnia HFE od TfRl i ³¹czy siê z receptorem
transferyny 2 -TfR2, który indukuje transkrypcjê hepcydyny.
Trzeci typ hemochromatozy zwi¹zany jest z mutacj¹ receptora
transferynyTfR2, który wspó³pracuje z HFE.
Czwarty typ hemochromatozy dotyczy mutacji feroportyny
i nazywany jest chorob¹ feroportynow¹(3, 10).
Jakie wynikaj¹ z tego praktyczne wskazówki diagnostyczno-
laboratoryjne?
Niedobór ¿elaza tradycyjnie mo¿na podzieliæ na:

niedokrwistoœæ z niedoboru ¿elaza,
niedobór ¿elaza tkankowego (opró¿nione magazyny tkankowe -
depleted iron stores).

Anemiê z niedoboru ¿elaza diagnozuje siê stwierdzaj¹c obni¿one
wysycenie transferyny (<15%), niskie stê¿enie ferrytyny (<12 g/L)
oraz wzrost stê¿enia rozpuszczalnego receptora transferyny
(>6mg/100/ml), a w badaniu szpiku brak ¿elaza po zabarwieniu
b³êkitem pruskim. Drugim narz¹dem, którego punktat barwi siê na
obecnoœæ ¿elaza jest w¹troba. Niedokrwistoœæ ta reprezentuje
ostatnie stadium opró¿nienia magazynów tkankowych. Z drugiej
strony pamiêtaj¹c, ¿e ferrytyna i stê¿enie ¿elaza w surowicy
zmieniaj¹ siê pod wp³ywem zapalenia (stê¿enia ¿elaza zmniejsza siê,
a ferrytyny wzrasta), dlatego w diagnostyce ró¿nicowej niedoboru
¿elaza nale¿y uwzglêdniæ obecnoœæ procesu zapalnego.

Anemia chorób przewlek³ych (ACD) lub inaczej zwana
niedokrwistoœci¹ z zapalenia/nowotworu (AI - anemia of
inflammation/malignancy) w œwietle przedstawionej gospodarki
¿elazem staje siê te¿ bardziej zrozumia³a. W tej niedokrwistoœci
dochodzi do zmniejszenia produkcji erytropoetyny, uszkadzaj¹cego
dzia³ania cytokin na erytroblasty, a zwiêkszona ekspresja hepcydyny
zmniejsza uwalnianie ¿elaza z komórek w których ono siê znajduje,
a g³ównie z makrofagów i jest ono przez to niedostêpne dla
erytroblastów. Niedokrwistoœæ ma charakter mikrocytowy
z niedoborem ¿elaza, stê¿enie ferrytyny jest prawid³owe lub
podwy¿szone, ale nie wy¿sze ni¿ 100 g/L, a stê¿enie receptora
transferyny prawid³owe. Niedobór ¿elaza potrzebnego dla

erytroblastów przy prawid³owo zaopatrzonych magazynach jak to
ma miejsce np. u chorych dializowanych nazywa siê funkcjonalnym
niedoborem ¿elaza (functional iron deficiency) i mo¿na je oceniæ
przy pomocy wysycenia transferyny. W ró¿nicowaniu ACD
z niedokrwistoœci¹ z niedoboru ¿elaza mo¿e pomóc obliczenie
wskaŸnika rTf/f (stosunek rozpuszczalnego receptora transferyny do
logarytmu ferrytyny). Wartoœæ wiêksza ni¿ 2 sugeruje niedobór
¿elaza, mniejsza od l wskazuje naACD.
Z kolei podwy¿szenie stê¿enia ferrytyny i zwiêkszona saturacja
transferyny ¿elazem plus odpowiedni wywiad (nie by³o przetoczeñ
krwi) stwarza podejrzenia wrodzonej hemochromatozy (2, 3, 6,
9,17). W monitorowaniu niedoboru ¿elaza u¿ywane s¹ nastêpuj¹ce
parametry (5):

stê¿enie ferrytyny w surowicy,
barwienie szpiku (wymagana jest obecnoœæ grudek w preparacie)
na ¿elazo oceniana pó³iloœciowo w skali: 0-4+,
wysycenie transferyny ¿elazem,
wolna protoporfiryna w erytrocytach (FEP -free erythrocyte
protoporphyrin),
stê¿enie hemoglobiny,
MCV,
MCHC.

Niskie stê¿enie ¿elaza i ferrytyny i wzrost wi¹zania ¿elaza przez
transferynê œwiadcz¹ o dalszym niedoborze ¿elaza po tym jak
magazyny sieciowe zosta³y opró¿nione. Gradacjê tego niedoboru
pozwalaj¹ oceniæ wy¿ej wymienione parametry. Niedobór ¿elaza ,jak
wspomniano dotyczy pocz¹tkowo magazynów tkankowych,
a nastêpnie objawu dalszego niedoboru w postaci niedokrwistoœci.
W przedstawionym poni¿szym opisie podane s¹ nieprawid³owe
parametry dla poszczególnych etapów niedoboru ¿elaza i przy
nasilaniu siê objawów przy kolejnych etapach dodawane s¹ kolejne
pojawiaj¹ce siê nieprawid³owe parametry. Za Conradem(5) mo¿na
wyró¿niæ szeœæ etapów w powstawaniu niedoboru ¿elaza:

zmniejszone stê¿enie
ferrytyny w stosunku do normy i zmniejszenie ¿elaza
w barwieniu szpiku na ¿elazo

przejawia siê obni¿eniem stê¿enia
ferrytyny <12fag/100ml i brakiem ¿elaza w barwieniu szpiku,

dodatkowo pojawia siê zmniejszenie
wysycenia transferyny i wzrost wolnej protoporfiryny
w erytrocytach

dalsze zmniejszenie
wysycenia transferyny, zwiêkszenie wolnej protoporfiryny w
erytrocytach, zmniejszenie Hb o oko³o l g i nieznaczne
zmniejszenie MCV12

dalsze zmniejszenie
o l g Hb, a tak¿e zmniejszenie MCVi MCHC

dalsze zmniejszenie
MCVi MCHC

W leczeniu niedokrwistoœci z niedoborem ¿elaza stosuje siê
preparaty tego pierwiastka w miarê mo¿liwoœci doustnie wyj¹tkowo
do¿ylnie. Odpowiedzi¹ na leczenie jest retykulocytoza w 5 - 10 dniu
stosowania, a hemoglobina wzrasta o 1,0 g tygodniowo. Leczyæ
powinno siê dodatkowo 1-2 miesi¹ce po ust¹pieniu niedokrwistoœci,
aby uzupe³niæ magazyny tkankowe.
W leczeniu niedokrwistoœci chorób przewlek³ych g³ównym
postêpowaniem jest leczenie chorób bêd¹cych przyczyn¹ tej anemii.
Reasumuj¹c, przyby³o wiele danych dotycz¹cych niedoboru ¿elaza
i jego regulacji co pomaga w diagnostyce i leczeniu. Nadal te¿ jest
wiele bia³ych plam, które, jak s¹dzê, bêd¹ systematycznie
zamalowywane gromadz¹c¹ siê wiedz¹.
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Wybrane testy czynnoœciowe w laboratoryjnej
diagnostyce endokrynologicznej

Marta Faryna
Zak³ad  Diagnostyki  Laboratoryjnej Wydzia³u Nauki

o  Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

- test z GHRH (somatoliberyn¹)

- test z arginin¹,

- test hipoglikemii poinsulinowej

testy z L-DOPA, klonidyn¹, glukagonem
i test wysi³kowy.

- test z doustnym podaniem glukozy

W diagnozowaniu chorób endokrynologicznych czêsto
oznaczanie hormonów w warunkach podstawowych nie jest
wystarczaj¹ce. Powodem mo¿e byæ krótki okres pó³trwania
i epizodyczny charakter wydzielania hormonu. Uzyskiwanie
wyników prawid³owych b¹dŸ granicznych stê¿enia hormonów
w diagnozowaniu endokrynopatii wymaga stosowania testów
czynnoœciowych. S¹ to przede wszystkim testy oceniaj¹ce rezerwê
przysadkow¹, wykorzystuj¹ce GnRH (gonadoliberynê), która
stymuluje uwalnianie gonadotropin, TRH (tyreoliberynê),
stymuluj¹c¹ uwalnianie TSH (tyreotropiny) i prolaktyny oraz
hipoglikemiê poinsulinow¹, pobudzaj¹c¹ uwalnianie hormonu
wzrostu i ACTH (kortykotropiny). Innymi czêsto wykonywanymi
testami jest test z ACTH, stymuluj¹cy korê nadnerczy,
wykorzystywany w diagnozowaniu niedoczynnoœæi kory nadnerczy
oraz test hamowania uwalniania ACTH i kortyzolu
deksametazonem, stosowany w diagnostyce nadczynnoœci kory
nadnerczy.

Ocena wydzielania hormonu wzrostu jest istotna u dzieci
z niskim wzrostem i u osób doros³ych z podejrzeniem

niedoczynnoœci przysadki.
GH (hormon wzrostu) charakteryzuje siê krótkim okresem

pó³trwania (20-50 minut), epizodycznym wydzielaniem
z maksymalnym wyrzutem w czasie pierwszych godzin snu. St¹d

oznaczanie jego stê¿enia w surowicy ma ograniczon¹ wartoœæ
diagnostyczn¹. Bardziej przydatne jest oznaczanie IGF-1
(insulinopodobnego czynnika wzrostowego-1), który wykazuje

wiêksz¹ stabilnoœæ stê¿enia we krwi ze wzglêdu na wi¹zanie siê
z bia³kami noœnikowymi. Stê¿enie IGF-1 jest podwy¿szone

w stanach zwiêkszonego wydzielania hormonu wzrostu, ale bywa
prawid³owe w stanach jego niedoboru. Dlatego do oceny rezerwy
wydzielniczej hormonu wzrostu wykorzystuje siê nastêpuj¹ce testy
dynamiczne;

, wykorzystuj¹cy
podwzgórzowy czynnik uwalniaj¹cy. Wk³ucie siê do ¿y³y powinno
byæ wykonane 30 minut przed rozpoczêciem testu, a krew pobrana do
oznaczenia GH w - 30 i 0 minucie testu. Nastêpnie w szybkiej iniekcji
do¿ylnej podaje siê GHRH w iloœci l g/kg i pobiera krew do
oznaczenia GH w czasie 15, 30, 45 i 60 minut po iniekcji.

U wiêkszoœci zdrowych pacjentów wzrost GH, wynosz¹cy
powy¿ej 10 ng/ml pojawia siê po 30-60 minutach. Niektórzy autorzy
podkreœlaj¹ jednak, ¿e chocia¿ GHRH wydaje siê byæ bardzo dobrym
bodŸcem, to test wykorzystuj¹cy ten hormon charakteryzuje siê ma³¹
powtarzalnoœci¹.

która jest najczêœciej wykorzystywanym
aminokwasem do pobudzenia wydzielania hormonu wzrostu.
Wk³ucie siê do ¿y³y powinno byæ wykonane 30 minut przed
rozpoczêciem testu, a krew pobrana do oznaczenia GH w tym samym
czasie i 0 minucie testu. PóŸniej podaje siê 10% roztwór argininy
w iloœci 0,5 g/kg w ci¹gu 30 minut.
Krew pobierana jest co 30 minut w czasie 2 godzin trwania testu.

Zwiêkszenie stê¿enia GH obserwuje siê u oko³o 70% zdrowych
osób. Stwierdzono, ¿e wstêpne leczenie estrogenami kobiet
w okresie pomenopauzalnym i mê¿czyzn nasila odpowiedŸ GH na
wlew argininy. Prawid³owe wartoœci testu to wzrost GH powy¿ej 6
ng/ml u pacjentów nieleczonych estrogenami i powy¿ej 10 ng/ml
u pacjentów, którzy przyjmowali estrogeny i u kobiet w okresie
przedmenopaualnym.

, wykorzystuj¹cy
hipoglikemiê jako silny bodziec uwalniaj¹cy GH. Wykonanie testu
polega na podaniu pacjentowi insuliny o krótkim czasie
dzia³ania (insuliny krystalicznej) w dawce koniecznej do uzyskania
glikemii < 40 mg/dl. Dawka ta wynosi 0,1 j.m./kg u osób zdrowych,
0,2 j.m./kg u osób oty³ych i z zespo³em Cushinga oraz 0,05 j.m./kg
w przypadku niewydolnoœci nerek lub podejrzenia niedoczynnoœci
przysadki. Krew pobierana jest 15 minut przed podaniem insuliny,
a potem w odstêpach 15-minutowych do 2 godzin po podaniu
insuliny.

Wzrost wartoœci GH, przekraczaj¹cych 10 ng/ml wyklucza
rozpoznanie niedoboru tego hormonu. Wartoœci poni¿ej 5 ng/ml
potwierdzaj¹ niedobór GH. Wyniki poœrednie s¹ trudne
do interpretacji.

Mimo, ¿e test hipoglikemii poinsulinowej jest najpewniejszym
sposobem wykrycia zmniejszonej sekrecji hormonu wzrostu,
wykonuje go siê rzadko i to tylko w obecnoœci lekarza w oœrodkach
endokrynologicznych o odpowiednim doœwiadczeniu. Mog¹
bowiem wyst¹piæ objawy ciê¿kiej hipoglikemii ze strony
oœrodkowego uk³adu nerwowego. Istniej¹ tak¿e przeciwwskazania
do wykonania testu jak choroby sercowo-naczyniowe, naczyniowo-
mózgowe przebiegaj¹ce z drgawkami, niedoczynnoœæ tarczycy,
hipokortyzolemia. Nie powinno siê go tak¿e wykonywaæ u osób
starszych.

Uwa¿a siê, ¿e niedobór lub brak GH mo¿e byæ rozpoznany, jeœli
2 z 3 opisanych powy¿ej testów daj¹ wyniki nieprawid³owe.

Obecnie u osób doros³ych z podejrzeniem niedoboru GH mo¿na
stosowaæ ³¹czne podanie argininy i GHRH, gdy¿ wyniki s¹
porównywalne z tymi, które s¹ uzyskiwane w teœcie hipoglikemii
poinsulinowej. Do oceny niedoboru hormonu wzrostu
wykorzystywane s¹ te¿

Uwa¿a siê jednak, ¿e maj¹ one mniejsz¹ wartoœæ
diagnostyczn¹ od testów omówionych powy¿ej.

Nale¿y podkreœliæ, ¿e uzyskanie w teœcie stymulacyjnym
stê¿enia GH powy¿ej 10 ng/ml wyklucza brak lub niedobór GH.
Z drugiej strony u osób zdrowych mo¿emy nie obserwowaæ wzrostu
stê¿enia GH w teœcie stymuluj¹cym.

Z kolei do oceny nadmiernego wydzielania GH wykorzystuje
siê:

. Pacjentowi, bêd¹cemu na
czczo, podaje siê glukozê w dawce 75-100 gramów. Krew w celu
oznaczenia GH i glukozy pobierana jest w odstêpach 30-minutowych
w ci¹gu 2 godzin testu. U osób zdrowych obserwuje siê silne

ì
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hamowanie wydzielania GH do stê¿enia poni¿ej 2 ng/ml. Brak
supresji wystêpuje w akromegalii, ale tak¿e w g³odzeniu,
niewydolnoœci nerek i w¹troby oraz w niewyrównanej
cukrzycy.

H ipe rp ro lak t ynemia jes t czês t ym zabu rzen iem
endokrynologicznym. Rozró¿niamy hiperprolaktynemiê organiczn¹,
spowodowan¹ gruczolakami przysadki i hiperprolaktynemiê
czynnoœciow¹ - psychogenn¹ czy wystêpuj¹c¹ w wyniku dzia³ania
leków np. antagonistów receptora dopaminowego. Przy granicznych
wartoœciach prolaktyny lub przy podejrzeniu utajonej
hiperprolaktynemii wykonuje siê testy dynamiczne:

, w którym blokowane s¹ receptory
dopaminowe. Ze wzglêdu na wzrost stê¿enia prolaktyny po
wyst¹pieniu ró¿nych czynników stresowych krew na jej oznaczenie
pobierana jest 10 minut przed rozpoczêciem testu i tu¿ przed
podaniem preparatu. Metoklopramid podaje siê do¿ylnie w iloœci
10 mg, a nastêpnie pobiera krew po 15 i 30 minutach.

W warunkach fizjologicznych prolaktyna powinna wzrosn¹æ nie
wiêcej ni¿ 10-krotnie. Zwiêkszenie stê¿enia prolaktyny ponad 10-
krotn¹ wartoœæ wyjœciow¹ przemawia za zwiêkszonym uwalnianiem
prolaktyny.

, wykorzystuj¹cy fizjologiczny stymulator
wydzielania prolaktyny. TRH podaje siê do¿ylnie w iloœci 200 g,
a krew pobierana jest w czasie -10, 0, 30 i 60 minut.
W warunkach fizjologicznych prolaktyna powinna wzrosn¹æ nie
wiêcej ni¿ 3-krotnie.Test z TRH mo¿e byæ tak¿e wykorzystywany do
oceny rezerwy wydzielniczej TSH. Stê¿enie hormonu
tyreotropowego powinno wzrosn¹æ co najmniej 2,5 krotnie, nie
przekraczaj¹c wartoœci 18 lU/ml. Obecnie test jest wykonywany
w diagnostyce takich jednostek chorobowych jak niedoczynnoœæ
tarczycy pochodzenia oœrodkowego (brak lub zmniejszony wzrost
TSH albo odpowiedŸ opóŸniona i przed³u¿ona), zespo³y opornoœci
na hormony tarczycy (prawid³owy lub nadmierny wzrost TSH),
gruczolak przysadki mózgowej wydzielaj¹cy TSH (brak wzrostu
TSH).

Test mo¿na równie¿ wykorzystaæ w diagnostyce akromegalii,
gdzie niekiedy obserwowany jest wzrost stê¿enia hormonu wzrostu
przy braku takich zmian u ludzi zdrowych.

W zaburzeniach podwzgórzowo-przysadkowych, dotycz¹cych
wydzielania gonadotropin, czêsto uzyskuje siê stê¿enia FSH i LH
w zakresie wartoœci referencyjnych lub nieznacznie obni¿one.
Wówczas bardzo pomocny jest test, s³u¿¹cy do oceny rezerwy
wydzielniczej gonadotropin:

Gonadoliberynê podaje siê do¿ylnie w iloœci 100
g. Próbki w celu oznaczenia stê¿enia FSH i LH pobierane s¹

w czasie 0, 30 i 60 minut.
Wzrost stê¿enia LH o 12-23 IU/1 uwa¿a siê za prawid³owy.

Stê¿enie FSH wzrasta wolniej i w mniejszym stopniu. Test stosuje siê
p rzede wszys tk im w d iagnos tyce h ipogonadyzmu
hipogonadotropowego, gdzie wzrost stê¿enia gonadotropin po
podaniu GnRH wy¿szy od uznanego za prawid³owy œwiadczy
o uszkodzeniu podwzgórza, a ni¿szy - o uszkodzeniu przysadki.

Niedoczynnoœæ kory nadnerczy mo¿e wynikaæ z pierwotnego
uszkodzenia kory nadnerczy lub niedoboru ACTH. Oznaczanie
stê¿eniaACTH w osoczu nie jest wystarczaj¹ce ze wzglêdu na krótki
okres pó³trwania hormonu i epizodyczny charakter jego wydzielania.
Zwykle wyniki s¹ interpretowane ³¹cznie z wynikami oznaczeñ
kortyzolu. Nale¿y jednak podkreœliæ znaczne nak³adanie siê
wyników oznaczeñ kortyzolu u osób z niedoczynnoœci¹ kory
nadnerczy z wynikami, uzyskanymi u osób zdrowych. St¹d istnieje
koniecznoœæ wykonania testów czynnoœciowych takich jak:

"
, który s³u¿y do bezpoœredniej oceny wydzielania

hormonów przez korê nadnerczy, ale poœrednio ocenia te¿
wydzielanie ACTH. Oceniany jest jako bardzo dobry test do
diagnozowania pierwotnej i wtórnej niedoczynnoœci kory nadnerczy.
250 ( g ACTH podaje siê do¿ylnie w „bolusie", a krew pobierana
jest w czasie 0, 30 i 60 minucie testu w celu wykonania oznaczenia
stê¿enia kortyzolu.

W warunkach prawid³owych stê¿enie kortyzolu powinno
przekroczyæ 20 g/dl. Brak po¿¹danego wzrostu kortyzolu
potwierdza pierwotn¹ lub wtórn¹ niedoczynnoœæ nadnerczy. Wynik
oznaczenia ACTH mo¿e zró¿nicowaæ te dwie jednostki chorobowe.
Przy prawid³owym wyniku „szybkiego" testu z ACTH a du¿ym

podejrzeniu wtórnej niedoczynnoœci kory nadnerczy mo¿na
wykonaæ „ Podaje siê wówczas l mg preparatu
depotACTH i pobiera krew w celu oznaczenia stê¿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 wtórnej niedoczynnoœci nadnerczy
stê¿enie kortyzolu wzrasta zwykle po 24 godzinach testu.

W celu bezpoœredniej oceny rezerwy wydzielania ACTH
wykonuje siê trzy nastêpuj¹ce testy: hipoglikemii poinsulinowej,
z metopironem i z CRH. Wykonanie tych testów nie jest przydatne,
jeœli wynik „szybkiego" testu zACTH jest nieprawid³owy.

, opisany powy¿ej s³u¿y
nie tylko do oceny wydzielania hormonu wzrostu, ale tak¿e do
oceny wydzielania ACTH, gdy¿ hipoglikemia jest bodŸcem do
wydzielania zarówno hormonu wzrostu jak i hormonu
adrenokortykotropowego. Hormonem oznaczanym jest jednak
kortyzol, a nie ACTH ze wzglêdu na pulsacyjny charakter jego
wydzielania.

Wartoœci kortyzolu, przekraczaj¹ce 20 ( g/dl wystêpuj¹ u osób
zdrowych i œwiadcz¹ o prawid³owej rezerwie ACTH. Nale¿y
pamiêtaæ, ¿e u pacjentów z hipokortyzolemi¹ mo¿e wyst¹piæ ciê¿ka
hipoglikemia podczas wykonywania testu, dlatego wczeœniej nale¿y
wykonaæ test pobudzaj¹cy zACTH.

Metopiron jest zwi¹zkiem, hamuj¹cym
aktywnoœæ ll -hydroksylazy, enzymu katalizuj¹cego ostatni etap
syntezy kortyzolu, czyli hydroksylacjê 11-deosykortyzolu do
kortyzolu. Spadek stê¿enia kortyzolu prowadzi do wzrostu
wydzielania ACTH i prekursorów kortyzolu w tym
11 -deoksykortyzolu. Obecnie preferowana procedura
wykonania tego testu to doustne podanie o pó³nocy metopironu
w dawce 30 mg/dl i pobranie krwi rano w celu oznaczenia kortyzolu
i 11-deoksykortyzolu.

Stê¿enie kortyzolu powinno wynosiæ poni¿ej 10 ( g/dl, aby
mo¿na by³o uznaæ za wystarczaj¹ce zahamowanie ll -hydroksylacji.
Natomiast stê¿enie 11-deosykortyzolu powinno wzrosn¹æ powy¿ej
7 g/dl. Pocz¹tkowo test ten by³ wykorzystywany w ró¿nicowaniu
choroby Cushinga, spowodowanej nadmiernym wydzielaniem
ACTH od zespo³u Cushinga w przebiegu guza kory nadnerczy.
W chorobie Cushinga wydzielanieACTH wzrasta po podaniu
metopironu, tak jak u osób zdrowych, a w przypadku guza nadnerczy
nie obserwuje siê zmian. Obecnie ze wzglêdu na mo¿liwoœæ
oznaczania ACTH i wykonania testu z CRH nie jest ju¿
wykorzystywany w tym celu. Nie straci³ jednak znaczenia przy
podejrzeniu czêœciowego niedoboru ACTH, gdzie „szybki" test
zACTH jest prawid³owy.

, wykorzystuj¹cy fizjologiczny
zwi¹zek do pobudzania wydzielania ACTH, ró¿nicuje drugo-
i trzeciorzêdow¹ niewydolnoœæ kory nadnerczy.Wykorzystywany
jest te¿ tak¿e do ró¿nicowania przyczyn hiperkortyzolemii. CRH
podaje siê do¿ylnie w dawce l g/kg (u doros³ych zwykle 100 g),
a krew pobiera siê w celu oznaczenia kortyzolu w surowicy i ACTH
w osoczu przed podaniem preparatu oraz 15, 30, 45, 60 i 90 minut po
iniekcji CRH.

Za prawid³owy uwa¿a siê wzrost ACTH do stê¿enia wiêkszego
ni¿ 50% wartoœci wyjœciowej (najbardziej typowy wzrost -
przekroczenie dwu-, trzykrotne wartoœci wyjœciowych), a kortyzolu
powy¿ej 7,5 g/dl. We wtórnej drugorzêdowej niewydolnoœci kory
nadnerczy nie obserwuje siê wzrostu stê¿enia ACTH i kortyzolu.
Nale¿y podkreœliæ, ¿e test ten jest najmniej u¿yteczny z opisanych
testów do oceny rezerwy wydzielniczej ACTH ze wzglêdu na
nak³adanie siê wartoœci stê¿eñ hormonów u ludzi zdrowych
i z niedoczynnoœci¹ przysadki pod wzglêdem wydzielania ACTH.
Obecnie g³ówne wykorzystanie testu to ró¿nicowanie zespo³ów
Cushinga ACTH-zale¿nych - w chorobie Cushinga obserwuje siê
wzrost ACTH i kortyzolu po CRH, a w ektopowym wydzielaniu
ACTH jest brak odpowiedzi.

Wdiagnostyce hiperkortyzolemii wa¿ne miejsce zajmuje:
. Nocny test z l mg

deksametazonu jest dobrym badaniem przesiewowym. Pacjentowi
p r z e d s n e m p o d a j e s i ê l m g d e k s a m e t a z o n u ,
a nastêpnie rano pobiera siê krew w celu oznaczenia kortyzolu.
Stê¿enie kortyzolu nie powinno przekraczaæ 1,8 ( g/dl (do niedawna
za wartoœæ progow¹ uznawano 5 g/dl). Potwierdzeniem zespo³u
Cushinga po dodatnim wyniku testu jest oznaczenie wydalania
wolnego kortyzolu z moczem.

- test z metoklopramidem

- test z TRH

- test z GnRH.

-„szybki test z ACTH (syntetycznym ACTH -
Synacthenem)

d³ugi" test z ACTH.

- test hipoglikemii poinsulinowej

- test z metopironem.

- test z CRH (kortykoliberyn¹)

- test z ma³¹ dawk¹ deksametazonu
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polega na oznaczeniu
stê¿enia kortyzolu rano, podaniu tego samego dnia póŸno wieczorem
przed snem 8 mg deksametazonu i oznaczenie kortyzolu nastêpnego
dnia rano.

U 95% pacjentów z chorob¹ Cushinga stê¿enie kortyzolu obni¿a
siê ponad 50%. U chorych z guzem kory nadnerczy lub ekotopowym
wydzielanieACTH stê¿enie kortyzolu nie ulega zmianie.

Testy z ma³¹ i z du¿¹ dawk¹ deksametazonu mog¹ byæ wykonane
z wykorzystaniem oznaczenia dobowego wydalania 17-
hydroksykortykosteroidów z moczem, a nie kortyzolu w surowicy.
W teœcie z ma³¹ dawk¹ podaje siê deksametazon w iloœci 0,5 mg co
6 godzin przez 2 dni, a w teœcie z du¿¹ dawk¹ - w iloœci 2 mg co 6
godzin przez 2 dni. Dobowe zbiórki moczu przeprowadza siê przed
podaniem preparatu i w ci¹gu drugiej doby testu.Wykorzystuje siê je
do oznaczania dobowego wydalania 17-hydroksykortykosteroidów.

Mimo ¿e testy czynnoœciowe czêsto s¹ niezbêdne w diagnostyce
endokrynopatii musimy pamiêtaæ, ¿e ich interpretacja mo¿e byæ
niew³aœciwa w niektórych zaburzeniach takich jak oty³oœæ, cukrzyca,
mocznica, jad³owstrêt psychiczny czy depresja. Przyk³adowo
w ciê¿kiej oty³oœci zmniejszone jest uwalnianie hormonu wzrostu
w odpowiedzi na bodŸce stymulacyjne a w cukrzycy typu l stê¿enie
hormonu wzrostu wzrasta po podaniu glukozy. Równie¿ niektóre
leki, jak sterydy, estrogeny, fenytoina i wiele innych, maj¹ wp³yw na
oœ podwzgórzowo-przysadkow¹ i tym samym zmieniaj¹ wyniki
testów czynnoœciowych.
Piœmiennictwo dostêpne u autora.

Wp³yw potranslacyjnych modyfikacji
hormonów bia³kowych

na wyniki oznaczeñ immunochemicznych
1,2) 1)

Wstêp

Wp³yw wysokocz¹steczkowych izoform hormonów bia³kowych
na wyniki oznaczeñ immunochemicznych

Hormony bia³kowe s¹ jednymi z najczêœciej oznaczanych
metodami immunochemicznymi markerów diagnostycznych. Na
wynik pomiaru wp³ywa wiele czynników, niektóre s¹ nierozerwalnie
zwi¹zane z u¿yt¹ metod¹ i wynikaj¹ z jej technicznych ograniczeñ,
u¿ytych przeciwcia³, analogów, sposobu wprowadzania znaczników
i ich detekcji, problemów ze standaryzacj¹ wieloetapowych reakcji ;
przy interpteracji wyników nale¿y zwróciæ baczn¹ uwagê na dobór
grupy referencyjnej. Rzadko jednak zdajemy sobie sprawê
z tego, ¿e istotne ró¿nice w wynikach oznaczeñ iloœciowych
w za le¿noœc i od zas tosowan ia konk re tnego tes tu
immunochemicznego mog¹ byæ spowodowane heterogennoœci¹
hormonów lub innych bia³ek, których stê¿enia oznaczamy. Mo¿e to
prowadziæ do niezgodnoœci pomiêdzy uzyskanym wynikiem
a stanem klinicznym pacjenta i skutkowaæ nieprawid³owym
wyborem metody leczenia.

W niniejszej publikacji chcielibyœmy przybli¿yæ zagadnienie
wp³ywu na wynik oznaczenia stê¿enia hormonów bia³kowych ich
modyfikacji potranslacyjnych (PTM - ang.

s), czyli zmian w strukturze chemicznej hormonów
nastêpuj¹cych po zsyntetyzowaniu g³ównego ³añcucha
polipeptydowego bia³ka (1). PTM prowadz¹ do powstawania
ró¿nych izoform tego samego hormonu bia³kowego (izoform
wysokocz¹steczkowych, niskocz¹steczkowych oraz izoform
o ciê¿arze podobnym do podstawowej izoformy monomerycznej

hormonu bia³kowego ale o zmodyfikowanym sk³adzie
chemicznym), które najczêœciej s¹ uto¿samiane z heterogennoœci¹
bia³ka (Rys.1). Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e izoformy tego samego
hormonu bia³kowego mog¹ powstawaæ równie¿ w wyniku udzia³u
w jego syntezie wiêcej ni¿ jednego genu koduj¹cego. Poza tym

niektóre geny w czasie obróbki mRNA podlegaj¹ procesowi
pomijania egzonu (ang. ), który prowadzi do
powstawania krótszych izoform danego bia³ka (1).

PTM zwykle wp³ywaj¹ na bioaktywnoœæ hormonów bia³kowych,
przede wszystkim zmieniaj¹c ich trwa³oœæ w uk³adzie kr¹¿enia,
transport oraz powinowactwo do odpowiednich receptorów, co
w konsekwencji wp³ywa na bezpoœredni efekt biologiczny, który te

hormony wywieraj¹ na tkanki docelowe. Bez szczegó³owej wiedzy
dotycz¹cej mo¿liwych modyfikacji potranslacyjnych i innych
mechanizmów wp³ywaj¹cych na wieloœæ form hormonów
bia³kowych we krwi obwodowej pacjentów, mo¿e byæ trudno
prawid³owo interpretowaæ wynik pomiaru stê¿enia tych hormonów.

Materia³em do immunochemicznych oznaczeñ hormonalnych s¹
przede wszystkim p³yny takie jak krew, mocz, œlina, p³yn mózgowo
rdzeniowy i p³yny wysiêkowe. Zdecydowana wiêkszoœæ oznaczeñ
wykonywana jest z surowicy lub osocza krwi obwodowej, w których
wystêpuj¹ zwi¹zki swoiœcie lub w sposób nieswoisty wi¹¿¹ce siê
z hormonami bia³kowymi. Niektóre hormony maj¹ równie¿
naturaln¹ tendencjê do agregacji tworz¹c dimery, oligomery
i multimery. Powsta³e izoformy wysokocz¹steczkowe
w ró¿nym stopniu s¹ rozpoznawalne przez przeciwcia³a u¿yte
w teœcie immunochemicznym, co w konsekwencji prowadzi do
uzyskania ró¿nych wyników dla tej samej próbki pacjenta
w zale¿noœci od rodzaju u¿ytego testu. Czêsto nie zdajemy sobie

sprawy, ¿e udzia³ izoform wysokocz¹steczkowych w ca³kowitej puli
izoform danego hormonu mo¿e byæ dominuj¹cy i one same mog¹
stanowiæ u¿yteczne markery diagnostyczne.

Dobrym przyk³adem ilustruj¹cym znaczenie kliniczne
wystêpowania form wysokocz¹steczkowych jest prolaktyna (PRL).
Ten niewielki hormon bia³kowy wystêpuje we krwi obwodowej
g³ównie w postaci monomerycznej izoformy podstawowej o ciê¿arze
cz¹steczkowym oko³o 22 kDa (2). U czêœci pacjentów
z hiperprolaktynemi¹ idiopatyczn¹ nagromadzeniu ulegaj¹ izoformy
prolaktyny wysokocz¹steczkowej tzw. makroprolaktyny o ciê¿arze
powy¿ej 150 kDa (3). W sk³ad makroprolaktyny poza prolaktyn¹
monomeryczn¹ wchodz¹ kr¹¿¹ce we krwi przeciwcia³a
przeciwprolaktynowe klasy IgG lub IgM, glikozylowana izoforma
prolaktyny oraz prawdopodobnie równie¿ rozpuszczalny fragment
receptora dla prolaktyny. Dla surowic zawieraj¹cych
makroprolaktynê wyniki pomiaru stê¿eñ prolaktyny w tej samej
próbce pacjenta mog¹ ró¿niæ siê nawet 5-krotnie ze wzglêdu na to, ¿e
testy jednych producentów rozpoznaj¹ cz¹steczkê makroprolaktyny
bardzo dobrze, a innych bardzo s³abo. Problem w rozpoznawalnoœci
wysokocz¹steczkowych izoform prolaktyny jest istotny
z kl in icznego punktu widzenia, poniewa¿ pacjenci
z makroprolaktynemi¹ wymagaj¹ innego postêpowania
terapeutycznego. Udzia³ wysokocz¹steczkowych izoform
prolaktyny w ca³kowitej puli prolaktyny mo¿na oszacowaæ poprzez
wytr¹cenie frakcji wysokocz¹steczkowych bia³ek glikolem
polietylenowym, odwirowanie próbki i ponowny pomiar stê¿enia
prolaktyny w supernatancie (4).

Zjawisko tworzenia siê izoform wysokocz¹steczkowych nie
ogranicza siê do prolaktyny, wystêpuje równie¿ dla innych
hormonów bia³kowych np. gonadotropin (LH i FSH) czy insuliny.

W przypadku adiponektyny okaza³o siê, ¿e stosunek stê¿eñ
wysokocz¹steczkowych izoform adiponektyny do adiponektyny
ca³kowitej jest lepszym wskaŸnikiem patogenezy zespo³u
metabolicznego, opornoœci na insulinê i niektórych chorób
naczyniowych ni¿ pomiar stê¿enia adiponektyny ca³kowitej (5).
W surowicy adiponektyna wystêpuje w formie trimeru, heksametru
oraz wysokocz¹steczkowego multimetru. Pocz¹tkowo oznaczano
tylko stê¿enie adiponektyny ca³kowitej, póŸniej zaczêto oznaczaæ
stê¿enie izoform wysokocz¹steczkowych po wstêpnej degradacji
izoform monomerycznych oraz oligomerycznych proteaz¹ (6).
Ostatnio doceniaj¹c wartoœæ diagnostyczn¹ wysokocz¹steczkowych
izoform adiponektyny opracowano test immunochemiczny do ich
selektywnego oznaczania, w którym wykorzystuje siê przeciwcia³a
rozpoznaj¹ce epitopy konformacyjne IV rzêdowej struktury
adiponektyny (7).

PTM prowadz¹ce do powstania izoform wysokocz¹steczkowych
s¹ szczególnie czêste w sytuacjach, gdy w krwiobiegu wystêpuje
w y s o k i e s t ê ¿ e n i e p r z e c i w c i a ³ n p . w c h o r o b a c h
autoimmunologicznych, w stanach zapalnych, terapii
przeciwcia³ami, u pacjentów po d³ugotrwa³ym kontakcie

z alergenami roœlinnymi i zwierzêcymi. Powsta³e
wysokocz¹steczkowe izoformy immunokompleksu hormon
bia³kowy - przeciwcia³o mog¹ w istotny sposób zmieniæ wynik
oznaczenia stê¿enia niezwi¹zanego hormonu. Przyk³adowo

posttranslational
modification

exon skipping
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obecnoœæ przeciwcia³ przeciw tyreoglobulinie (TgAb) w chorobach
autoimmunologicznych tarczycy powoduje zani¿enie wyniku
oznaczenia stê¿enia tyreoglobuliny w surowicy. Szczególnie podatne
na TgAb s¹ testy bazuj¹ce na metodach immunometrycznych,
dlatego niektóre laborator ia nadal u¿ywaj¹ technik
radioimmunologicznych do oznaczeñ tyreoglobuliny (8).

Hormony bia³kowe czêsto powstaj¹ z wiêkszych cz¹steczek
prekursorów i prohormonów, których stê¿enia w krwi obwodowej
mog¹ znacznie przekraczaæ stê¿enie samego hormonu. Prekursory
i prohormony mog¹ byæ rozpoznawane przez przeciwcia³a w teœcie
immunochemicznym, którym mierzymy stê¿enie w³aœciwego
hormonu i zawy¿aæ wynik oznaczenia. Przyk³adem jest hormon
adenokortykotropowy (ACTH), który powstaje z du¿ego bia³ka
proopiomelanokortyny (POMC). Pod wp³ywem dzia³ania enzymu
prohormonalnej konwertazy 1 POMC poprzez pro-ACTH jest
degradowany do biologicznie czynnej 39-aminokwasowej
cz¹steczki w³aœciwego hormonu (9). Stê¿enie pro-ACTH
w prawid³owej surowicy ludzkiej jest 5-krotnie wy¿sze,
a u pacjentów z ektopowym wydzielaniem ACTH nawet 10-krotnie
wy¿sze ni¿ samego ACTH. Dlatego nawet niewielka reakcja
krzy¿owa ACTH z POMC lub pro-ACTH mo¿e wp³yn¹æ na wynik
oznaczenia ACTH. Istotnym zadaniem dla diagnosty jest wiêc
dok³adne przeczytanie informacji z ulotki producenta testu
dotycz¹cej swoistoœci u¿ytych w teœcie przeciwcia³ i zdawanie sobie
sprawy z wp³ywu reakcji krzy¿owych na koñcowy wynik stê¿enia
hormonu.
Sam prekursor lub prohormon mo¿e te¿ byæ u¿ytecznym markerem
diagnostycznym. Pomiar stê¿enia proinsuliny obok insuliny
i C-peptydu jest pomocniczym oznaczeniem m.in. w nowotworach
trzustki (10).

Izoformy niskocz¹steczkowe powstaj¹ przede wszystkim na
skutek dzia³ania enzymów degraduj¹cych hormony bia³kowe
(proteazy, konwertazy prohormonalne) obecnych w p³ynach
obwodowych, tkankach i komórkach, znacznie rzadziej s¹ efektem
dzia³ania genu odpowiedzialnego za syntezê niepe³nej sekwencji
hormonu pozbawionego czêœci ³añcucha polipeptydowego.
Izoformy niskocz¹steczkowe, najczêœciej o obni¿onej aktywnoœci
biologicznej zmniejszaj¹ pulê aktywnych hormonów natywnych,
dlatego wskazane jest hamowanie aktywnoœci enzymów
powoduj¹cych ich degradacje poprzez dodanie do próbek pacjentów
odpowiednich inhibitorów, skrócenie do minimum czasu obróbki
próbki oraz obni¿enie temperatury jej przechowywania. Szczególnie
wa¿ne jest hamowanie procesu degradacji w przypadkach tzw.
hormonów labilnych maj¹cych w swojej sekwencji aminokwasowej
szereg miejsc podatnych na dzia³anie enzymów proteolitycznych.
Jakkolwiek wiêkszoœæ bia³ek krwi jest stabilna trzeba pamiêtaæ, ¿e
procesu degradacji enzymatycznej nie da siê unikn¹æ ze wzglêdu na
obecnoœæ we krwi enzymów proteolitycznych, które bior¹ udzia³
w naturalnym mechanizmie metabolizowania hormonów i usuwania
ich z obiegu. Proces ten mo¿na jedynie zahamowaæ poczynaj¹c od
etapu pobrania próbki od pacjenta. Niektóre niskocz¹steczkowe
fragmenty hormonów bia³kowych niezale¿nie od ich aktywnoœci
biologicznej mog¹ mieæ znaczenie diagnostyczne.

Dobrym przyk³adem opisuj¹cym z³o¿onoœæ sk³adu izoform
hormonów bia³kowych jest parathormon (PTH). 84-aminokwasowy,
bioaktywny parathormon (1-84 PTH), który aktywuje cyklazê
adenylow¹ (CAP - ang. )
syntetyzowany jest w przytarczycach z wiêkszej cz¹steczki pro-
PTH. Obok izoformy 1-84 PTH, która stanowi 10-20% kr¹¿¹cych we
krwi cz¹steczek PTH w obiegu wystêpuje izoforma 7-84 PTH
inaktywuj¹ca cyklazê adenylow¹ (CIP - ang.

). Izoforma 7-84 PTH dzia³aj¹ca antagonistycznie do
1-84 PTH ma du¿e znaczenie diagnostyczne, szczególnie
w nefrologii (miêdzy innymi nagromadza siê w schy³kowej
niewydolnoœci nerek) (11). We krwi obwodowej wystêpuj¹ równie¿
œrodkowe (35-64 i 44-68) oraz C-terminalne (35-84) fragmenty PTH,
które tak¿e mog¹ mieæ potencjalne znaczenie diagnostyczne (12). W
niektórych nowotworach (np. p³uca, nerki, jajnika) nagromadza siê
równie¿ bia³ko podobne do parathormonu (PTHrP- ang.

) - zwi¹zek o du¿ej homologii do PTH, ale
za którego syntezê odpowiedzialny jest inny gen ni¿ dla PTH (13).

Dodatkowo PTHrP na skutek mutacji wystêpuje w co najmniej
3 izoformach. Parathormon jest hormonem labilnym, podatnym na
dzia³anie proteolizy, którego oznaczenie powinno byæ wykonywane
w laboratorium w pierwszej kolejnoœci. Z naszych doœwiadczeñ
wynika, ¿e 3 godzinne przechowywanie surowicy nad skrzepem
obni¿a wynik stê¿enia PTH o ponad 10 %. Niektóre fragmenty
powsta³e w wyniku proteolitycznego rozpadu PTH mog¹ reagowaæ
z przeciwcia³ami w teœcie immunochemicznym. Tak niezwykle
z³o¿ona sytuacja odzwierciedla trudnoœci, które musimy pokonaæ,
aby wiarygodnie oznaczyæ stê¿enie parathormonu. Wiarygodnoœæ
tych oznaczeñ zale¿y przede wszystkim od swoistoœci przeciwcia³
w stosunku do wystêpuj¹cych izoform PTH i PTHrP oraz ich
procentowego udzia³u w próbce, co w pewnym stopniu zwi¹zane jest
z rodzajem schorzenia pacjenta (12,13).

Izoformy tego samego hormonu bia³kowego o ciê¿arze
cz¹steczkowym podobnym do podstawowej izoformy hormonu
monomerycznego powstaj¹ na skutek dzia³ania szeregu enzymów
(np. transferaz i hydrolaz) odpowiedzialnych za do³¹czenie lub
usuniêcie z cz¹steczki hormonu niewielkich grup funkcyjnych takich
jak reszty fosforanowe, siarczanowe, amidowe, hydroksylowe lub
cukrowe. Grupy te w sposób zasadniczy mog¹ modyfikowaæ funkcjê
biologiczn¹ hormonu. Izoformy o ciê¿arze podobnym do
podstawowej izoformy hormonu bia³kowego wydaj¹ siê mieæ
mniejszy wp³yw na zmianê wyniku stê¿enia ze wzglêdu na to, ¿e
wprowadzone grupy funkcyjne w niewielkim stopniu zmieniaj¹
powinowactwo przeciwcia³ u¿ytych w teœcie immunochemicznym.
Wyj¹tek stanowi¹ reszty cukrowe (izoformy glikozylowane), które
w zale¿noœci od budowy hormonu (iloœæ potencjalnych miejsc
glikozylacji) oraz mo¿liwoœci enzymatycznych komórek i tkanek
znacznie przewy¿szaj¹ ciê¿arem cz¹steczkowym g³ówn¹ izoformê
nieglikozylowan¹. Do³¹czone cukry mog¹ maskowaæ epitopy
rozpoznane przez przeciwcia³a i ograniczaæ rozpoznawalnoœæ
izoformy glikozylowanej w teœcie immunochemicznym.

Niektóre grupy funkcyjne maj¹ zasadniczy wp³yw na mechanizm
dzia³ania hormonów bia³kowych. Na przyk³ad mikroheteregennoœci
w glikozylacji gonadotropin s¹ odpowiedzialne za ich dzia³anie
biologiczne i nawet niewielkie modyfikacje kwasu sjalowego
w cz¹steczce gonadotropiny kosmówkowej wp³ywaj¹ na zmianê

transdukcji sygna³u (14). Z tego powodu izoformy z do³¹czon¹ ma³¹
grup¹ funkcyjn¹ mog¹ byæ u¿ytecznymi markerami
diagnostycznymi. Dobrym przyk³adem s¹ ostatnio opracowane testy
immunochemiczne swoiste dla aktywnej biologicznie izoformy
greliny acetylowanej grup¹ oktanylow¹ (AG), które nie reaguj¹
z izoform¹ nieacetylowan¹ (DG). Nale¿y mieæ jednak na uwadze

fakt ma³ej trwa³oœci izoformy AC w surowicy, która ³atwo
hydrolizuje do izoformy DG (15,16).

Podstaw¹ konstrukcji testów immunochemicznych, niezale¿nie
od rodzaju testu immunochemicznego (testy kompetycyjne lub
k a n a p k o w e ) o r a z u ¿ y t e j t e c h n o l o g i i z n a k o w a n i a
i pomiaru analitu jest utworzenie kompleksu immunologicznego

pomiêdzy hormonem a swoistym monoklonalnym lub
poliklonalnym przeciwcia³em. Przeciwcia³a te s¹ najczêœciej
otrzymywane poprzez wielokrotn¹ immunizacjê zwierz¹t g³ówn¹
izoform¹ hormonu monomerycznego lub jego fragmentem
p e p t y d o w y m z w i ¹ z a n y m k o w a l e n c y j n i e z d u ¿ y m
nieimmunogennym bia³kiem. W konsekwencji powsta³e
przeciwcia³a swoiœcie rozpoznaj¹ g³ówn¹ izoformê hormonu
monomerycznego lub okreœlone jej epitopy odpowiadaj¹ce wybranej
sekwencji peptydu u¿ytego do immunizacji. Z jakim
powinowactwem i czy w ogóle przeciwcia³o bêdzie siê wi¹zaæ
z innymi powsta³ymi na skutek modyfikacji potranslacyjnych

izoformami hormonu zale¿ne jest od ich budowy oraz dostêpnoœci
konkretnego epitopu. Bior¹c pod uwagê, ¿e w p³ynach obwodowych
wystêpuje mieszanina izoform hormonów bia³kowych koñcowy
wynik stê¿enia, który uzyskujemy w teœcie immunochemicznym
mo¿e byæ inny dla producentów u¿ywaj¹cych przeciwcia³ o ró¿nej
specyficznoœci.

Wp³yw niskocz¹steczkowych  izoform  hormonów bia³kowych
na wyniki oznaczeñ immunochemicznych

Wp³yw izoform o ciê¿arze cz¹steczkowym podobnym do
podstawowej izoformy hormonu monomerycznego na wyniki

oznaczeñ immunochemicznych.

Podsumowanie

cyclase activating parathormone

cyclase inactivating
parathormone

parathyroid
hormone-related protein
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Hormonami drobnocz¹steczkowymi bêdziemy okreœlaæ hormony
nie bêd¹ce bia³kami ani peptydami, o niskiej masie cz¹steczkowej.
Bie¿¹ce opracowanie dotyczyæ bêdzie g³ównie hormonów tarczycy
i hormonów sterydowych, które wystêpuj¹ we krwi w postaci

zwi¹zanej z ró¿norodnymi bia³kami i w znacznie mniejszych
iloœciach w formie niezwi¹zanej (wolnej); podobne zasady dotycz¹
wielu innych hormonów niebia³kowych oraz leków.

W wi¹zaniu i transporcie hormonów drobnocz¹steczkowych we
krwi bior¹ udzia³ ró¿ne bia³ka o wysokim lub niskim powinowactwie
do wi¹zanych hormonów, czego skutkiem jest ró¿na ³atwoœæ
rozdysocjowywania takich kompleksów. Hormony wolne, a tak¿e
zwi¹zane przez bia³ka o niskim do nich powinowactwie ³atwo
dyfunduj¹ z naczyñ w³osowatych do komórek tkanki docelowej,
gdzie ³¹cz¹ siê z receptorami obecnymi w cytoplazmie
i zapocz¹tkowuj¹ reakcje biochemiczne (8). Na okreœlenie tej frakcji
u¿ywa siê pojêcia czyli podlegaj¹ca
wychwytowi w tkankach lub czyli wywo³uj¹ca
efekt biologiczny na poziomie komórkowym. Trzeba przy tym
pamiêtaæ, ¿e efekt biologiczny hormonu zale¿y nie tylko od stê¿enia
formy biodostêpnej, lecz tak¿e od iloœci i potencjalnej aktywnoœci
receptorów dla danego hormonu.

Uwa¿a siê, ¿e biodostêpna frakcja hormonów wywo³uje efekt
fizjologiczny, pe³ni rolê w systemie zwrotnej regulacji produkcji
i wydzielania hormonów oraz podlega metabolizmowi. Stê¿enie
frakcji wolnej lub biodostêpnej lepiej ni¿ stê¿enie ca³kowitej puli
hormonów koreluje ze stanami klinicznymi niedoboru lub nadmiaru
hormonów (3,20). Nale¿y tak¿e zwróciæ uwagê, ¿e okreœlenie „wolne
hormony” stosuje siê w dwu znaczeniach: jako okreœlenie frakcji
wolnej, czyli niezwi¹zanej z bia³kami oraz dla odró¿nienia od form
skoniugowanych np. z kw. glukuronowym lub siarkowym i w tym
znaczeniu stosowane jest w takich okreœleniach jak wolny kortyzol
w moczu, wolny estriol w surowicy lub wolne katecholaminy.

Hormony drobnocz¹steczkowe wi¹zane s¹ przez bia³ka
specyficzne, o du¿ym powinowactwie do poszczególnych
hormonów oraz bia³ka mniej specyficzne jak np. albumina,
stanowi¹ca ponad po³owê bia³ek surowicy krwi. W tabeli 1 podano
stê¿enia g³ównych bia³ek wi¹¿¹cych i ich udzia³ w wi¹zaniu
osoczowej puli wybranych hormonów.

W wielu sytuacjach fizjologicznych u ró¿nych osób udzia³ puli
biodostêpnej hormonów mo¿e wahaæ siê w szerokich granicach
z powodu zmiennej iloœci bia³ek oraz w wyniku dzia³ania czynników
wp³ywaj¹cych na ich wi¹zanie z bia³kami. Do takich czynników
nale¿¹ niektóre leki, wolne kwasy t³uszczowe, oddzia³ywania
z innymi bia³kami, zmienny poziom glikozylacji bia³ek wi¹¿¹cych
lub wystêpowanie ich wariantów genetycznych oraz
wspó³zawodniczenie z innymi hormonami lub cz¹steczkami
o podobnych w³asnoœciach chemicznych (3,20).

Dotychczas uwa¿ano, ¿e frakcja hormonów zwi¹zana we krwi
z bia³kami o wysokim powinowactwie nie podlega przemieszczaniu
do cytoplazmy i jest dla receptorów niedostêpna. Jednak¿e w œwietle
najnowszych badañ sytuacja wydaje siê byæ bardziej z³o¿ona,
wykazano bowiem, ¿e megalina (wielkocz¹steczkowa forma
receptora LDL) bierze udzia³ w endocytozie SHBG (globuliny
wi¹¿¹cej hormony p³ciowe) wraz z przenoszonymi przez ni¹
steroidami a hormony uwolnione w cytoplazmie ³¹cz¹ siê tam
z receptorami (1,22); podobny mechanizm mo¿e dotyczyæ
hormonów tarczycy zwi¹zanych z apolipoproteinami.

Funkcje bia³ek wi¹¿¹cych to przede wszystkim przenoszenie

hydrofobowych, nierozpuszczalnych w wodzie cz¹steczek
steroidów, utrzymywanie rezerwowej, buforuj¹cej puli hormonu we
krwi oraz zapewnianie równomiernego wysycenia tkanki docelowej
hormonem dziêki stopniowemu jego uwalnianiu podczas przep³ywu
krwi w naczyniach w³osowatych przez tkankê. Zwi¹zanie przez
bia³ka zabezpiecza przed szybkim metabolizmem hormonów, co
w przypadku hormonów tarczycy chroni organizm przed nadmiern¹
utrat¹ jodu „zgromadzonego” w kr¹¿¹cych hormonach. Podawany
w podrêcznikach czas pó³trwania hormonu dotyczy zwykle
ca³kowitej puli hormonu (wszystkich jego frakcji), lecz frakcja
wolna podlega znacznie szybszemu metabolizmowi. Szacuje siê, ¿e
dla wiêkszoœci wolnych hormonów drobnocz¹steczkowych czas
pó³trwania wolnej frakcji jest krótszy ni¿ 10 min (8), patrz tabela 1.
W przypadku miejscowej reakcji zapalnej elastaza uwalniana przez
obecne w miejscu zapalenia neutrofile trawi bia³ka transportuj¹ce,
co prowadzi do uwalniania przenoszonych hormonów (tyroksyny
i kortyzolu) i lokalnego zwiêkszenia stê¿enia ich form
biodostêpnych.

Hormony s¹ dostarczane do tkanek przez pe³n¹ krew, a nie tylko
przez osocze. Ta oczywista informacja znacz¹co zmienia obraz
biodostêpnoœci niektórych hormonów drobnocz¹steczkowych,
poniewa¿ musimy wzi¹æ pod uwagê rolê wszystkich sk³adników
krwi w ich przenoszeniu. Dotyczy to nie tylko wszelkich bia³ek
o odpowiednim powinowactwie, cz¹stek lipoproteinowych, ale tak¿e
komórek krwi. Rola komórek krwi (g³. erytrocytów, które dominuj¹
iloœciowo) jest prawdopodobnie istotna w przenoszeniu hormonów
sterydowych . Uwa¿a siê, ¿e powierzchnia b³on komórkowych
wi¹¿e znaczne iloœci steroidów obecnych we krwi (10). Jest to frakcja
czêœciowo „niewidoczna” w badaniach analitycznych, poniewa¿
pozostaje w skrzepie b¹dŸ osadzie krwinek podczas uzyskiwania
surowicy lub osocza. Wi¹zanie steroidów na powierzchni krwinek
ma charakter wi¹zania o niskim powinowactwie, wiêc frakcja ta
³atwo uwalnia siê w tkankach. Podawana w piœmiennictwie i w tabeli
1 biodostêpnoœæ dotyczy wiêc tylko frakcji zawartej
w surowicy/osoczu, natomiast w odniesieniu do pe³nej krwi
sytuacja mo¿e siê ró¿niæ.

Ju¿ od prawie 30 lat parametrem najlepiej charakteryzuj¹cym
status tarczycowy pacjenta jest pomiar stê¿enia frakcji wolnej
hormonów tarczycy. Coraz czêœciej potrzeba oznaczania stê¿enia
wolnej frakcji formu³owana jest tak¿e w stosunku do niektórych
hormonów p³ciowych jak testosteron czy estradiol, poniewa¿ wyniki
uzyskane dostêpnymi w rutynowej diagnostyce metodami pomiaru
frakcji ca³kowitej czêsto nie s¹ zadowalaj¹ce dla klinicystów (5,17).
Wczeœniej dla oszacowania frakcji wolnej wykorzystywano ró¿ne
metody wskaŸnikowe jak np. wskaŸnik wi¹zania hormonów tarczycy
(THBR - thyroid hormone binding ratio) lub metodê wychwytu
(uptake test), które jednak nie sprawdza³y siê dobrze przy
wystêpuj¹cych anomaliach w stê¿eniach bia³ek wi¹¿¹cych lub przy
ciê¿kich schorzeniach pozatarczycowych. Znacznie trudniejsze do
stosowania by³o wyliczanie wskaŸników wolnych hormonów (free
hormone index), poniewa¿ wymaga³o pomiaru stê¿enia g³ównego
bia³ka wi¹¿¹cego, a wyznaczone wartoœci referencyjne odnosi³y siê
do ograniczonych grup pacjentów i warunków fizjologicznych
(9, 20,21).

Metod¹ referencyjn¹ dla pomiaru frakcji wolnej jest
(u¿ywana jest tak¿e metoda ultrafiltrowania

równowagowego) w wariantach: metoda bezpoœrednia lub ze
znacznikiem radioaktywnym. Metody te opieraj¹ siê na fizycznym
oddzieleniu frakcji zwi¹zanej z bia³kami od frakcji wolnej dziêki
zastosowaniu b³ony dializacyjnej lub filtrów molekularnych

z porami o wielkoœci przepuszczaj¹cej wy³¹cznie zwi¹zki
drobnocz¹steczkowe. Techniki te s¹ doœæ skomplikowane
i pracoch³onne, wymagaj¹ m.in. precyzyjnej kontroli temperatury

(37 C), poniewa¿ wi¹zanie zwi¹zków drobnocz¹steczkowych
z bia³kiem silnie zale¿y od temperatury. Mimo, ¿e s¹ to metody
referencyjne uzyskuje siê ró¿ne wyniki w zale¿noœci od wariantu
metodycznego, sk³adu bia³kowego surowicy lub u¿ytego znacznika
radioaktywnego (14).

Frakcja zwi¹zana, wolna i biodostêpna
hormonów drobnocz¹steczkowych

frakcja biodostêpna,
frakcja bioaktywna,

Bia³ka wi¹¿¹ce i transportowe
dla hormonów drobnocz¹steczkowych

Inne frakcje transportowe
hormonów drobnocz¹steczkowych

Pomiar stê¿enia frakcji wolnej
hormonów drobnocz¹steczkowych

in vivo

in vivo

metoda
dializy równowagowej

o
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Od lat rozwijane s¹ umo¿liwiaj¹ce
pomiar frakcji wolnej; stosuje siê trzy metody konstrukcji testu
immunochemicznego (7,20):

metoda ze znakowanym analogiem: próbka i analog dodawane
s¹ jednoczeœnie do przeciwcia³a immobilizowanego na fazie sta³ej,
gdzie hormon i analog wspó³zawodnicz¹ o ograniczon¹ liczbê miejsc
wi¹¿¹cych; w tej i kolejnej metodzie stosowany analog nie powinien
mieæ powinowactwa do ¿adnego z bia³ek obecnych w próbce,
najczêœciej uzyskuje siê to przez skoniugowanie analogu z du¿ymi
bia³kami (lub wielocukrami) stanowi¹cymi zawadê przestrzenn¹ dla
bia³ek wi¹¿¹cych;

metoda ze znakowanym przeciwcia³em: hormon identyczny
lub podobny do mierzonego (np. T3 dla pomiarów fT4, T2 dla
pomiarów fT3) zostaje immobilizowany na fazie sta³ej, dodawana
jest próbka oraz znakowane przeciwcia³o przeciwko wolnej frakcji
hormonu; podczas inkubacji wolne hormony obecne w œrodowisku
reakcji konkuruj¹ o miejsce wi¹zania do znakowanego przeciwcia³a
z cz¹steczkami hormonu zwi¹zanymi z faz¹ sta³¹; w metodzie tej
mierzymy iloœæ znakowanego przeciwcia³a zwi¹zanego do fazy
sta³ej;

metoda dwustopniowa: pierwszy etap to inkubacja próbki
z przeciwcia³em immobilizowanym na fazie sta³ej, po usuniêciu
próbki i przep³ukaniu fazy sta³ej niezajête miejsca zostaj¹ wysycone
znakowanym analogiem; analog musi mieæ mniejsze powinowactwo
do przeciwcia³a ni¿ hormon, co zapobiega wyparciu hormonu
z miejsc wi¹¿¹cych.

Wskazane jest, aby przeciwcia³a u¿yte do konstrukcji testu mia³y
powinowactwo do hormonu nie wiêksze ni¿ bia³ka wi¹¿¹ce, by
zminimalizowaæ konkurencjê o frakcjê zwi¹zan¹ hormonu.
Inkubacja próbki z przeciwcia³em musi zachodziæ w 37 C (19).

Na przestrzeni ostatnich lat w odpowiedzi na zastrze¿enia
odnoœnie zbyt du¿ej zale¿noœci wyniku oznaczenia od
indywidualnego sk³adu bia³kowego próbki metody s¹ stale
modyfikowane (4,12,14). Metody immunochemiczne musz¹
uwzglêdniaæ fakt, ¿e w œrodowisku oznaczenia sk³adniki mieszaniny
reakcyjnej (dodane przeciwcia³a i ew. albumina) konkuruj¹ ze
sk³adnikami surowicy/osocza w wi¹zaniu hormonów obecnych
w mieszaninie. Tworzy siê wiêc nowa równowaga miêdzy frakcj¹

woln¹ i zwi¹zan¹. Znajomoœæ sta³ych powinowactwa pomiêdzy
wszystkimi sk³adnikami reakcji pozwala matematycznie
skorygowaæ zachodz¹ce zmiany i uwzglêdniæ je w obliczeniach
koñcowego wyniku. Jednak korekta taka jest prawdziwa dla próbek
nie odbiegaj¹cych sk³adem od przeciêtnej w populacji (18). Wyniki
uzyskane dla próbek znacz¹co ró¿ni¹cych siê sk³adem bia³kowym
lub o granicznych stê¿eniach hormonów trudno wiarygodnie
skorygowaæ bez szczegó³owej wiedzy o stê¿eniu i w³asnoœciach
bia³ek wi¹¿¹cych obecnych u danego pacjenta. Zmienne, które mog¹
wp³yn¹æ na wyniki to:

- znacz¹co odmienny sk³ad bia³kowy próbki (np.
dysalbuminemia, bardzo niska lub wysoka ekspresja TBG globuliny
wi¹¿¹cej tyroksynê),

- znacznie zmienione powinowactwo bia³ek wi¹¿¹cych np.
uwarunkowane genetycznie; znane s¹ liczne takie przypadki dla
TBG i transtyretyny, które nie powoduj¹ patologii i wystêpuj¹
równie¿ u osób zdrowych,

- charakterystyczna dla konkretnej surowicy pojemnoœæ bia³ek
wi¹¿¹cych dla hormonu (tzn. iloœæ niezajêtych miejsc wi¹¿¹cych)
im ta pojemnoœæ wiêksza tym wiêkszy jest spadek stê¿enia w wyniku
rozcieñczenia próbki w trakcie oznaczenia.

Alternatyw¹ do ró¿nych metod bezpoœredniego pomiaru frakcji
wolnej s¹ , opieraj¹ce siê na prawie dzia³ania
mas i wykorzystuj¹ce wyznaczone wartoœci sta³ych wi¹zania
hormonów do bia³ek wi¹¿¹cych oraz zmierzone ca³kowite stê¿enie
hormonu, g³ównych bia³ek wi¹¿¹cych i albuminy. Dla testosteronu
naj³atwiejszy do u¿ycia jest kalkulator Vermeulena (21)
uwzglêdniaj¹cy oddzia³ywania ligand-dwa bia³ka wi¹¿¹ce, dostêpny
pod adresem internetowym
Uzyskane wyniki wykazuj¹ dobr¹ zgodnoœæ z referencyjn¹ metod¹
dializy równowagowej, z wyj¹tkiem wyników dla kobiet ciê¿arnych.
Znacznie bardziej z³o¿ony model dla wybranych androgenów,
estrogenów i kortyzolu opracowa³ Mazer (11). Model uwzglêdnia
fakt wspó³zawodniczenia ró¿nych steroidów o miejsca wi¹zania na
bia³kach surowicy (SHBG, CBG-globulinie wi¹¿¹cej kortyzol
i albuminie) i wymaga znajomoœci stê¿eñ wszystkich

uwzglêdnionych w nim hormonów i bia³ek. Publikacji towarzyszy
arkusz w programie Exel, do pobrania pod adresem
doi:10.1016/j.steroids.2009.01.008. Konkurencja pomiêdzy
testosteronem i estrogenami o miejsca wi¹¿¹ce na SHBG wyjaœnia
nieprzydatnoœæ modelu Vermeulena dla kobiet ciê¿arnych. Metoda
Mazera mo¿e mieæ te¿ wiêksz¹ przydatnoœæ w sytuacjach
suplementacji hormonalnej, leczenia hydrokortyzonem itp. Niestety
nie istniej¹ jeszcze modele uwzglêdniaj¹ce wp³yw innych
czynników drobnocz¹steczkowych konkuruj¹cych o miejsca
wi¹zania z bia³kami, jak kwasy t³uszczowe lub leki.

Opracowano równie¿ np. dla testosteronu
(9,13,16) lub kortyzolu (2), które wymagaj¹ pomiaru stê¿enia
ca³kowitych hormonów i g³ównego bia³ka wi¹¿¹cego, oraz
wykorzystuj¹ wyznaczone doœwiadczalnie wspó³czynniki
odzwierciedlaj¹ce wspó³zale¿noœci tych czynników. Zastosowanie
takich wzorów jest jednak ograniczone do grupy pacjentów, dla
jakich je wyznaczono i nie nadaj¹ siê one do wykorzystywania
w ró¿norodnych sytuacjach klinicznych.

Omówione powy¿ej metody matematyczne umo¿liwiaj¹
obliczenie nie tylko wielkoœci frakcji wolnej, lecz równie¿ wielkoœci
i udzia³u frakcji biodostêpnej w surowicy, liczonej jako suma frakcji
wolnej i zwi¹zanej z albumin¹.

Z drugiej strony bioaktywnoœæ hormonu zawartego
w surowicy lub osoczu mo¿na oceniaæ przy u¿yciu

. Obecnie aktywnoœæ hormonu bada siê
najczêœciej podczas inkubacji komórek o wysokiej ekspresji
receptorów dla badanego hormonu (nowotworowych lub
rekombinowanych) z surowic¹ pacjenta i mierzy parametr
charakteryzuj¹cy reakcjê komórek na hormon stymuluj¹cy jak np.
stê¿enie cAMP, intensywnoœæ proliferacji itp. (15).

Dla hormonów sterydowych interesuj¹c¹ i obiecuj¹c¹ metod¹
oceny wielkoœci frakcji biodostêpnej mo¿e byæ

Œlina jest naturalnym produktem ultrafiltracji osocza a transport
nieskoniugowanych steroidów do œliny zachodzi na zasadzie biernej
dyfuzji wed³ug prawa dzia³ania mas, praktycznie niezale¿nie od
szybkoœci wytwarzania œliny. Mo¿na przypuszczaæ ¿e ten sam
mechanizm ma miejsce w tkance i dotyczy frakcji, któr¹ okreœlamy
jako biodostêpn¹. W przypadku hormonów sterydowych uwa¿a siê,
¿e aktywnoœæ biologiczn¹ wykazuje frakcja wolna steroidów oraz
z n a c z n a c z ê œ æ p u l i n i e s p e c y f i c z n i e z w i ¹ z a n e j
z bia³kami. Nale¿y jednak zwróciæ uwagê, ¿e procesy zachodz¹ce
w œliniankach dotycz¹ równowagi miêdzy pe³n¹ krwi¹ a tkank¹

docelow¹, wiêc uwzglêdniaj¹ równie¿ udzia³ erytrocytów
w przenoszeniu i uwalnianiu hormonów. Uwa¿a siê, ¿e szczególnie
w przypadku suplementacji hormonami sterydowymi (m.in.
hormonalna terapia zastêpcza lub antykoncepcja hormonalna)
prowadzonej przez skórê jako ¿el, krem czy w postaci plastrów lub
zastrzyków znaczna czêœæ podanego hormonu jest adsorbowana na
powierzchni erytrocytów i w tej formie rozprowadzana po
organizmie. Jest to równie¿ frakcja o du¿ej biodostêpnoœci, jednak
nie jest oznaczana w standardowych procedurach diagnostycznych
opartych na surowicy. Dlatego wydaje siê, ¿e pomiar w œlinie
najlepiej informuje o biodostêpnoœci steroidów. Mo¿na powiedzieæ,
¿e jest to zachodz¹ca „dializa równowagowa pe³nej krwi”.
W przypadku szybkich zmian w wydzielaniu hormonów (stres, rytm
dobowy, dzia³anie leków) przemieszczanie hormonów do œliny
najlepiej odzwierciedla zmiany ich stê¿enia obwodowego. Zalet¹
oznaczeñ w œlinie jest ³atwa dostêpnoœæ materia³u i nieinwazyjne
jego pobieranie. Wiele laboratoriów na œwiecie stosuje oznaczenia
hormonów sterydowych w œlinie, lecz wci¹¿ jeszcze metody te nie
uzyska³y powszechnej akceptacji lekarzy (6).

Pewn¹ komplikacj¹ jest mo¿liwoœæ przemian metabolicznych
hormonów w œliniankach, np. kortyzol w œlinie stanowi ok. 70% puli
biodostêpnego kortyzolu w surowicy, co jest wynikiem dzia³ania
w œliniankach dehydrogenazy 11 -hydroksysteroidów katalizuj¹cej
jego utlenienie do kortyzonu.

metody immunochemiczne

metody matematyczne

wzory empiryczne

testów
biologicznych

oznaczanie w œlinie.

1.

2.

3.
Mo¿liwoœci pomiaru stê¿enia frakcji biodostêpnej

hormonów drobnocz¹steczkowych

Oznaczanie hormonów sterydowych w œlinie

o

in vitro

in vivo

â
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Podsumowanie

Piœmiennictwo

Oznaczenia wolnych hormonów tarczycy znacznie lepiej
charakteryzuj¹ aktywnoœæ gruczo³u tarczowego, ni¿ oznaczenia ich
ca³kowitej frakcji. W rekomendacjach miêdzynarodowych
towarzystw lekarskich coraz czêœciej pojawiaj¹ siê równie¿ zalecenia
oznaczania biodostêpnej frakcji hormonów sterydowych np.
testosteronu (17). Jednak jakoœæ testów immunochemicznych do
oznaczania wolnych hormonów, innych ni¿ tarczycowe, nie jest
wystarczaj¹ca do wprowadzenia ich jako rutynowych metod
diagnostycznych, natomiast wiele alternatywnych metod jest zbyt
skompl ikowanych technicznie. Zastosowanie metod
matematycznych mo¿liwe jest w ograniczonym zakresie i wy³¹cznie
przy œcis³ej wspó³pracy lekarza z laboratorium, poniewa¿ niezwykle
trudno jest stosowaæ wartoœci referencyjne wyznaczone w innych
laboratoriach przy zastosowaniu innych metod pomiaru. Mo¿na mieæ
nadziejê, ¿e w najbli¿szych latach postêp w diagnostyce doprowadzi
do nowych, lepszych rozwi¹zañ oznaczania frakcji biodostêpnych
hormonów.
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Tabela 1
Œrednia stê¿enia g³ównych bia³ek wi¹¿¹cych i ich procentowy udzia³ w wi¹zaniu wybranych hormonów w osoczu; udzia³ frakcji wolnej i
biodostêpnej; czasy pó³trwania puli ca³kowitej i frakcji wolnej hormonów.
TBG - globulina wi¹¿¹ca tyroksynê, SHBG - globulina wi¹¿¹ca hormony p³ciowe, CBG - globulina wi¹¿¹ca kortyzol (transkortyna),
bd - brak danych
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Sztuka interpretacji wyniku mikrobiologicznego
powstaje w wyniku wieloletniej pracy

Badanie musi byæ
wykonane w jak najkrótszym czasie przy u¿yciu najbardziej
czu³ych metod.

( 5 ).

(6,7,9) Dyrektorzy ZOZ-ów, którzy
nie wyposa¿aj¹ swoich laboratoriów w komory laminarne
nara¿aj¹ nie tylko zdrowie pracowników ale równie¿ chorych na
b³êdne wyniki.

( 8 ).

.

Mikrobiologiczne potwierdzenie stanowi najwa¿niejszy element
diagnostyki chorego na gruŸlicê, s³u¿¹c: wykrywaniu Ÿród³a
infekcji i transmisji zaka¿enia potwierdzeniu przypadku
podejrzanego klinicznie, wyboru odpowiedniego re¿imu
terapeutycznego, monitorowaniu leczenia oraz odleg³ym
obserwacjom wyleczonego chorego

Metody mikrobiologiczne s¹ tañsze od innych, identyfikuj¹ szybko
chorych pr¹tkuj¹cych, pozwalaj¹ na w³¹czenie leczenia
przeciwpr¹tkowego i przerwanie ³añcucha transmisji zaka¿enia
w œrodowisku

G³ównymi odbiorcami wyników laboratoryjnych s¹ lekarze pionu
pulmonologicznego, poniewa¿ gruŸlica w wiêkszoœci przypadków
dotyczy uk³adu oddechowego. Jednak z powodu wystêpowania
równie¿ postaci pozap³ucnych (np. koœci, nerek, uk³adu
rozrodczego, otrzewnej, op³ucnej, skóry i innych) lekarze
wszystkich specjalnoœci powinni znaæ zasady hodowli i badañ
laboratoryjnych . Powinni posiadaæ wiedzê
o czu³oœci i specyficznoœci ró¿nych metod co u³atwia ich wybór do
diagnostyki konkretnego przypadku (dziecko doros³y, postaæ
p³ucna pozap³ucna, przypadek do potwierdzenia gruŸlicy do
wykluczenia, materia³y pobierane inwazyjnie vs wykrztuszona
plwocina itp.)

Jaki by³ stan diagnostyki mikrobiologicznej gruŸlicy w Polsce 50 lat
temu. W 270 laboratoriach pr¹tka zorganizowanych we wspóln¹ sieæ
pod nadzorem Instytutu GruŸlicy, prowadzono badania metodami
z czasów Roberta Kocha. Wiele przypadków diagnozowano za
pomoc¹ próby biologicznej u¿ywaj¹c do tego celu œwinki morskiej,
czasami królików. Na wyniki oczekiwano miesi¹cami.
Nowoczesne systemy hodowlane , pracuj¹ce ju¿ w USA i na
Zachodzie Europy by³y jeszcze niedostêpne w krajach bloku
wschodniego. Dopiero na pocz¹tku lat 90-tych ubieg³ego wieku ( 20
lat temu) pierwszy izotopowy system do szybkiej hodowli pr¹tków
zosta³ zakupiony do Referencyjnego Laboratorium Pr¹tka
w Warszawie, co spowodowa³o prze³om w diagnostyce skracaj¹c
oczekiwanie na wynik badania nawet do kilku dni. Œwinka morska
jako metoda hodowli sta³a siê ju¿ nie potrzebna. Zwierzêtarnie
w laboratoriach uleg³y likwidacji , rozpocz¹³ siê proces modernizacji.
Ma³e, Ÿle wyposa¿one laboratoria ulega³y likwidacji a do Polski
powoli wprowadzano nowoczesne systemy genetyczne. Badania
diagnostyczne uleg³y przyspieszeniu, wynik stawa³ siê dostêpny w
ci¹gu kilku dni, a nawet w tym samym dniu. Obecnie, gdy podniós³
siê poziom diagnostyki i zredukowano liczbê laboratoriów
o po³owê ze 180 (w 1990 r.) do 90 (obecnie) odnotowuje siê sta³e
podnoszenie poziomu us³ug diagnostycznych. Coraz wiêcej
przypadków podejrzanych klinicznie o gruŸlicê potwierdza siê
w Polsce mikrobiologicznie, œrednio w 65 % (48%-90 %).
W najlepiej wyposa¿onych, europejskich laboratoriach potwierdza
siê mikrobiologicznie u 75-90 % chorych na gruŸlicê Nale¿y
dodaæ, ¿e takie wyniki s¹ efektem wspó³pracy mikrobiologów
i klinicystów.
Po odzyskaniu wolnoœci otworzy³y siê mo¿liwoœci bezpoœredniej
wspó³pracy z partnerami na ca³ym œwiecie. £atwoœæ podró¿owania
pozwala na bezpoœrednie kontakty z najlepszymi specjalistami
w dziedzinie mikrobiologii gruŸlicy. Wreszcie mo¿na otrzymywaæ
fundusze na badania naukowe z kraju i ze œwiata. W dziedzinie
mikrobiologii i genetyki pr¹tka gruŸlicy jesteœmy równowa¿nymi
partnerami, pracujemy w laboratoriach na œwiecie, wiele krajów
stawia nas jako przyk³ad. Jesteœmy beneficjentami grantów EU
i uczestnikami konsorcjów miêdzynarodowych.

Przeszkod¹ do utrzymania dobrego poziomu jest brak specjalistów z
dziedziny mikrobiologii. Zawód mikrobiologa jest zawodem
deficytowym. Utrudniony dostêp do specjalizacji i bardzo drogie

kszta³cenie (na w³asny koszt) w Polsce powoduj¹, ¿e wielu
absolwentów najlepszych uniwersytetów, wydzia³ów biologii,
mikrobiologii i biotechnologii wyje¿d¿a na Zachód i do USA. Pensja
mikrobiologa diagnosty w Polsce jest nie do zaakceptowania..
We wszystkich Zak³adach Opieki Zdrowotnej w kraju, pracownicy
laboratoriów s¹ znacznie gorzej op³acani ni¿ równorzêdnie
wykszta³ceni lekarze. Jest to bariera zawodowa, która niestety
powsta³a w czasach wolnoœci

N o w y m z j a w i s k i e m j e s t o d d a w a n i e l a b o r a t o r i ó w
mikrobiologicznych w dzier¿awê w prywatne rêce na krótki 3-4 letni
okres. Zwykle nowy w³aœciciel laboratorium rozpoczyna w nim
pracê od remontu, który z powodu g³êbokich zaniedbañ z przesz³oœci
trwa co najmniej rok . Przez pozosta³y czas do nastêpnego przetargu
trudno jest radykalnie podnieœæ poziom laboratorium i nabraæ
doœwiadczenia.

. Stoi to w konflikcie
z krótkokontraktowymi dzier¿awami. Jest to jak na razie zjawisko
nowe w mikrobiologii pr¹tka , ale w innych dziedzinach diagnostyki
laboratoryjnej ju¿ zaistnia³e. Dobre zarz¹dzanie powinno mieæ na
wzglêdzie najlepsz¹ diagnostykê oferowan¹ choremu przy
racjonalnym gospodarowaniu kosztami. Wa¿ne jest, aby w procesie
obni¿ania kosztów nie ograniczaæ siê tylko do metod sprzed lat, nie
mo¿liwych do zaakceptowania obecnie.

Kolejn¹ kwesti¹ zwi¹zan¹ z jakoœci¹ , pozostaje nieuregulowana
sprawa dopuszczania ZOZ-ów , w których laboratoria nie prezentuj¹
wymaganego poziomu, do us³ug diagnostycznych. •le pracuj¹ce
laboratoria ( nieprawid³owe metody, z³e wyposa¿enie, niski poziom
edukacji personelu) pracuj¹ nadal, poniewa¿ ZOZ-y otrzymuj¹
zamówienia na us³ugi diagnostyczne z NFZ. Jest to spowodowane
brakiem spójnego systemu zarz¹dzania jakoœci¹ pracy. Pozostaje
jeszcze sprawa BHP. Pracuj¹c z czynnikami zakaŸnymi laboratoria
musz¹ byæ wyposa¿one w podstawowe narzêdzia zabezpieczaj¹ce
pracowników. Nie uwzglêdniano tego w PRL, a obecnie podchodzi
siê do tej kwestii bardzo niechêtnie. Niezbêdna do pracy
z mikroorganizmami przenoszonym drog¹ aerogenn¹ komora
laminarna gwarantuj¹ca III poziom bezpieczeñstwa biologicznego
(hermetycznoœci) nie tylko zabezpiecza pracownika przed
zaka¿eniem, zabezpiecza równie¿ próbkê od chorego przed krzy¿ow¹
kontaminacj¹.
Krzy¿owa kontaminacja laboratoryjna, mo¿liwa do udowodnienia
tylko metodami biologii molekularnej mo¿e mieæ miejsce
w laboratoriach pr¹tka, co udowodniono wielokrotnie i opisano
w literaturze
Wœród wielu grup zawodowych pracowników s³u¿by zdrowia,
pracownicy laboratoriów pr¹tka stanowi¹ grupê najwiêkszego ryzyka
zaka¿enia pr¹tkami gruŸlicy .

W Polsce, podobnie jak w innych krajach zgodnie z zaleceniami
WHO laboratoria pr¹tka od 50 lat s¹ zorganizowane we wspóln¹ sieæ,
s¹ wy³¹czone z pracy laboratoriów ogólnych mikrobiologii
klinicznej i znajduj¹ siê pod nadzorem merytorycznym
Referencyjnego Laboratorium Pr¹tka GruŸlicy, oraz Krajowego
Konsultanta ds. Pneumonologii. Sieæ laboratoriów pr¹tka
zorganizowana w Polsce w latach 60-tych XX w. stanowi najbardziej
spójny, hierarchiczny system pracuj¹cy wœród innych laboratoriów
wykrywaj¹cych choroby zakaŸne.

Zgodnie z zaleceniami WHO, laboratoria pr¹tka dziel¹ siê na trzy
g³ówne kategorie referencyjnoœci, które ró¿ni¹ siê do siebie zakresem
wykonywanych badañ, iloœci¹ personelu specjalistycznegoi
wyposa¿eniem, a co za tym idzie szybkoœci¹ wykonania badania
S¹ to laboratoria I, II i III rzêdu. Najni¿szy stopieñ referencyjnoœci
posiadaj¹ laboratoria I rzêdu i ich liczba jest w wielu krajach œwiata
nieograniczona.

Zadania laboratoriów pr¹tka gruŸlicy
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Wykonuj¹ one mikroskopowe rozmazy, barwi¹c je typow¹ dla
pr¹tków metod¹ Ziehl-Neelsena i mikroskopowo oceniaj¹ liczê
pr¹tków, która œwiadczy o intensywnoœci pr¹tkowania chorego.
W wielu krajach rozwijaj¹cych siê s¹ szeroko
rozpowszechnione i mog¹ byæ zorganizowane w bardzo
prymitywnych warunkach geograficznych, nawet w stepie.
W Polsce nie ma tego typu laboratoriów, poniewa¿ bakterioskopia
jako jedyna metoda potwierdzania gruŸlicy nie jest akceptowana.
W wykonuje siê badanie bakterioskopowe,
hoduje pr¹tki na po¿ywkach i wstêpnie identyfikuje gatunki.
W o najwy¿szym stopniu referencyjnoœci
wykonuje siê wszystkie wymienione badania, a ponadto hoduje
pr¹tki w szybkich systemach automatycznych (izotopowych,
kolorymetrycznych, fluorescencyjnych), wykonuje testy
lekoopornoœci, testy identyfikacji gatunkowej sondami
genetycznymi, metodami chromatograficznymi (w chromatografii
HPLC), wykrywa siê materia³ genetyczny pr¹tków gruŸlicy - ich
DNAi/lub RNA.
Iloœæ, kompetencje i zakres pracy laboratoriów pr¹tka powinny
zale¿eæ od populacji danego kraju. WHO rekomenduje otwieranie
jednego laboratorium II rzêdu na 1 mln. mieszkañców, III rzêdu na
3-4 mln. mieszkañców.

Wszystkie laboratoria przechowuj¹ dodatnie rozmazy
mikroskopowe , kolekcjonuj¹ wyhodowane szczepy , konieczne
czasami po kilku latach do weryfikacji chorych, zg³aszaj¹ chorych
potwierdzonych mikrobiologicznie i/lub genetycznie do
Inspektorów Sanitarnych ( zgodnie z Ustaw¹ o Chorobach
ZakaŸnych).
Wszystkie laboratoria prowadz¹ wewnêtrzn¹ kontrolê jakoœci
i podlegaj¹ zewnêtrznym sprawdzianom jakoœci
W Polsce w 2009 r. zinwentaryzowano 88 laboratoriów pr¹tka
gruŸlicy. S¹ one niestety nierównomiernie rozmieszczone w kraju
w stosunku do potrzeb ludnoœci. Krajowe, Referencyjne
Laboratorium powo³a³o 3 regionalne referencyjne Laboratoria, które
wyró¿niaj¹ siê bardzo wysokimi standardami pracy i najwy¿szymi
odsetkami potwierdzeñ gruŸlicy, doskona³ym wyposa¿eniem
i doœwiadczon¹ kadr¹.

- Ryc. 1. Sieæ laboratoriów pr¹tka w Polsce w 2009 r.

Spis i adresy wszystkich laboratoriów pr¹tka w Polsce s¹
w posiadaniu KRLPwWarszawie.

KRLP pe³ni w ka¿dym kraju nadrzêdn¹ rolê w sieci laboratoriów
pr¹tka wspó³pracuj¹c œciœle ze specjalistami odpowiedzialnymi za
efektywnoœæ programu zwalczania gruŸlicy

Do g³ównych zadañ KRLPnale¿y:
Œcis³a wspó³praca z Zak³adem Epidemiologii GruŸlicy
Prowadzenie kontroli jakoœci wykonywanych badañ
w laboratoriach podleg³ych
Nadzór nad odpowiednim poziomem badañ bakteriologicznych
we wszystkich typach laboratoriów, rekomendowanie nowych
metod i instrumentów do diagnostyki

Regularne prowadzenie badañ dotycz¹cych czêstoœci
wystêpowania we w³asnym kraju gruŸlicy lekoopornej. Dane te
prowadzone s¹ zgodnie z protoko³em WHO i na ich podstawie
tworzy siê œwiatowe mapy prewalencji gruŸlicy lekoopornej.
Weryfikacja trudnych diagnoz, np. w pozap³ucnych postaciach
gruŸlicy, niepo¿¹danych odczynów poszczepiennych BCG-
itów, typowanie rzadko spotykanych gatunków pr¹tków oraz
ustalanie wzoru ich lekoopornoœci, prowadzenie molekularnych
dochodzeñ epidemiologicznych.
Prowadzenie badañ naukowych dotycz¹cych patogenezy
pr¹tków u ludzi, badania nad wystêpowaniem pr¹tków
w œrodowisku cz³owieka, molekularne dochodzenia
epidemiologiczne, badania lekoopornoœci mykobakterii na
nowe leki przeciwpr¹tkowe, rejestracja i kolekcjonowanie
szczepów lekoopornoœci pochodz¹cych od chorych z kraju.
Prowadzenie miêdzynarodowych programów badawczych.
Prowadzenie kursów szkoleniowych dla wy¿szego i œredniego
personelu laboratoryjnego.

Prace jednego Laboratorium Referencyjnego powinny obejmowaæ
populacjê 25 do 50 mln.

W Polsce KRLP œciœle wspó³pracuje z WHO i IUATLD
(Miêdzynarodow¹ Uni¹ PrzeciwgruŸlicz¹) oraz partnerami z UE,
innymi referencyjnymi laboratoriami pr¹tka w Europie i na innych
kontynentach. Kierownik NRL jest cz³onkiem Komisji
Mikrobiologii i Immunologii IUATLD oraz cz³onkiem grupy
ekspertów ICDC.
Praca NRL jest weryfikowana przez miêdzynarodow¹ kontrolê
jakoœci w Miêdzynarodowym Laboratorium Pr¹tka. WHO powo³a³o
15 takich laboratoriów na œwiecie. Partnerem dla polskiego oœrodka
jest Holenderski Narodowy Instytutu Zdrowia i Ochrony Œrodowiska
w Bilthoven, Holandia

Istnieje szereg metod, które s³u¿¹ sprawdzaniu jakoœci stosowanych
metod, ich powtarzalnoœci i wiarygodnoœci. Do najwa¿niejsze z nich
nale¿y nadzór.
Sta³y nadzór nad wszystkimi technikami i czynnoœciami
wykonywanymi w laboratorium stanowi najwa¿niejszy element
kontroli jakoœci pracy.
Wszystkie techniki musz¹ podlegaæ wewnêtrznym sprawdzianom.
Np. w bakterioskopii jest to „test podwójnych odczytów” lub
odczytywanie kontrolnych preparatów mikroskopowych,
w lekoopornoœci , okreœlanie wzorów wg. szczepów standardowych,
w identyfikacji wykorzystuje siê szereg metod od barwienia metod¹
Z-N do sond gatunkowych. Ponadto sprawdza siê czystoœæ
bakteriologiczn¹ wszystkich odczynników przygotowywanych
z H O, ¿yznoœæ po¿ywek hodowlanych, ujemne i dodatnie próbki
z DNApr¹tków i wiele innych.
B³êdne wyniki wychodz¹ce z laboratorium pr¹tka gruŸlicy skutkuj¹ :

1. nie wykryciem chorego pr¹tkuj¹cego, co niszczy zdrowie
jednostki i zagra¿a osobom z otoczenia,
2. przypisaniem zdrowemu cz³owiekowi gruŸlicy co skutkuje
zaniechaniem jego dalszej diagnostyki i w³¹czeniem mu
wielolekowego 6-miesiecznego leczenia,
3. B³êdne wyniki antybiogramów nara¿aj¹ chorego na progresjê
choroby, a skarb pañstwa na ogromne wydatki. Leczenie gruŸlicy
lekoopornej wymaga 10,000 do 20,000 USD.

Wyniki sprawdzianów jakoœci w polskich laboratoriach pr¹tka bêd¹
przedmiotem innego opracowania.

Laboratoria pr¹tka z powodu swojej wa¿nej roli jak¹ pe³ni¹
w narodowych programach walki z gruŸlic¹ powinny byæ dobrze
zorganizowane a personel odpowiednio umotywowany. Personel
laboratoryjny musi sobie w pe³ni uœwiadamiaæ swoj¹ rolê partnera
dla innych s³u¿b medycznych w programach walki z gruŸlic¹. Praca
w laboratorium pr¹tka nale¿y do bardzo trudnych co wynika ze
specyficznoœci gatunkowej tj. trudnoœci na ka¿dym
etapie diagnostyki, d³ugiego oczekiwania na wynik w³asnej pracy co
bardzo utrudnia skorygowanie b³êdów i w koñcu niebezpieczeñstwa
nabycia infekcj i w trakcie pracy w laboratorium.

laboratoria I rzêdu

laboratoriach II rzêdu

laboratoriach III rzêdu

( 9 )

( 8, 9 ) .

Krajowe Referencyjne Laboratorium Pr¹tka (KRLP)

Kontrola jakoœci pracy i wiarygodnoœci metod

Motywacja personelu w laboratorium pr¹tka

—
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—
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—
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Nale¿y pamiêtaæ, ¿e wielu diagnostów nie lubi pracowaæ z plwocin¹,
która stanowi 95% wszystkich materia³ów nadsy³anych do
laboratorium, a ogl¹danie w mikroskopie dziesi¹tków rozmazów
jest zajêciem bardzo nu¿¹cym, powoduje bóle oczu i g³owy. Ponadto
personel prowincjonalnych laboratoriów czêsto czuje siê izolowany,
lekcewa¿ony i nie ma ³atwego dostêpu do edukacji.

Jak wiêc motywowaæ personel do dobrej pracy. Ogólnie wiadomo,
¿e najlepsz¹ motywacjê stanowi odpowiednie do obowi¹zków
uposa¿enie. Niestety pracownicy laboratoriów s¹ bardzo Ÿle
wynagradzani.
Zastêpcze metody motywowania personelu mog¹ przebiegaæ
w ró¿ny sposób np.

poprzez nawi¹zanie i podtrzymywanie œcis³ych kontaktów
pomiêdzy klinik¹ a laboratorium. Wspólne omawianie trudnych
przypadków i okazywanie obopólnego zadowolenia
z rozwi¹zywania problemów;
w³¹czanie personelu laboratorium do aktywnego uczestniczenia
w spotkaniach i dyskusjach prowadzonych z innymi
cz³onkami zespo³u zajmuj¹cego siê gruŸlic¹ tj. lekarzami,
pielêgniarkami i epidemiologami i menad¿erami;
organizowanie miêdzylaboratoryjnych spotkañ, w celu
dyskutowania o problemach
prowadzenie regularnych kursów „odœwie¿aj¹cych” wiedzê na
temat nowoczesnych metod i ich wartoœci w wykrywaniu
chorych na gruŸlicê, wydawanie odpowiednich certyfikatów
osobom koñcz¹cym takie kursy.

Prawid³owo zorganizowana sieæ laboratoriów pr¹tka, sta³y nadzór
nad jakoœci¹ badañ laboratoryjnych i poprawna wspó³praca
z klinicystami stanowi¹ najwa¿niejsze elementy konieczne do
walki z gruŸlic¹ w Polsce. Wysi³ki i starania s³u¿b medycznych
zaanga¿owanych w zwalczanie gruŸlicy daj¹ wymierne rezultaty
w postaci obni¿ania siê wskaŸników zapadalnoœci i utrzymywanie
siê odsetków gruŸlicy lekoopornej na stosunkowo niez³ym poziomie.
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Metycylinooporne szczepy odpowiedzialne za zaka¿enia
w œrodowisku pozaszpitalnym CA-MRSA po raz pierwszy opisano
pod koniec lat 80 tych. Dopiero jednak œmieræ 4 amerykañskich
dzieci (1999 r.), wczeœniej ogólnie zdrowych bez ¿adnych czynników
ryzyka wywo³ana infekcj¹ CA-MRSAnada³a nowego znaczenia tym
szczepom. W Danii pierwsze zaka¿enie CA-MRSA opisano w 1997
r. W roku 2006 w porównaniu do roku 1999 r. stwierdzono blisko 15-
krotny wzrost liczby infekcji CA-MRSA (odpowiednio 153 vs 11
przypadków). Niepokoj¹cy jest równie¿ fakt, i¿ infekcje te dotycz¹
g³ównie najm³odszych tj. dzieci pomiêdzy 1 a 10 rokiem ¿ycia oraz
ludzi w wieku 30-40 lat. Kilkuletnie badania epidemiologiczne
prowadzone w Danii nie potwierdzi³y, wczeœniej uwypuklanych w
literaturze takich czynników ryzyka zaka¿enia CA-MRSA jak
przebywanie w wiêzieniach lub skoszarowanie, uprawianie sportu,
szczególnie gier zespo³owych. Stwierdzono natomiast, ¿e wa¿nym
czynnikiem ryzyka jest nosicielstwo CA-MRSA w rodzinie i ³atwa
transmisja tych szczepów na innych wspó³mieszkañców. Kolejny
czynnikiem ryzyka, z uwagi na szybko rozprzestrzeniaj¹cy siê
œwiñski szczep CA-MRSA nale¿¹cy do kompleksu klonalnego
CC398, jest praca przy hodowli œwiñ, wa¿nej ga³êzi gospodarki
duñskiej.. Izolowane szczepy CA-MRSA odpowiedzialne by³y
w 90,5% za zaka¿enia skóry i tkanek miêkkich a szczególnie ropnie,
w oko³o 2% za zaka¿enia w obrêbie ucha i dróg oddechowych
i w oko³o 1% za zaka¿enia oka oraz inwazyjne, w tym krwi, stawów,
koœci i szpiku a tak¿e infekcje dróg moczowych. Zaka¿enia
powodowane by³y g³ównie przez szczepy nale¿¹ce 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% szczepów . Toksyna PVL( Panton-Valentine leucidine )
by³a wytwarzana przez 66,8% szczepów , w tym przez wszystkie
nale¿¹ce do kompleksu CC-80. Kompleks ten równie¿
charakteryzowa³a w przewa¿aj¹cym odsetku (78%)
wielolekoopornoœæ ( opornoœæ na wiêcej ni¿ 2 grupy antybiotyków
nie beta-laktamowych). W grupie szczepów CA-MRSAstwierdzono
blisko 19% szczepów wra¿liwych na wszystkie grupy antybiotyków
poza beta-laktamami.

Autorzy zebrali aktualne dane na temat optymalnych metod detekcji
najwa¿niejszych patogenów zaka¿eñ dolnych dróg oddechowych
(LRTI). Wœród metod pozyskiwania próbek do badañ
mikrobiologicznych wyró¿nili inwazyjne, w tym pozwalaj¹ce na
pobranie materia³u w sposób ja³owy ( krew, p³yn z op³ucnej, aspirat
z p³uc) i próbek skontaminowanych flor¹ górnych dróg
oddechowych ( PSB , BAL) oraz metody nieinwazyjne ( pobieranie
plwociny, wymazy z nosogardzieli i gard³a, badanie antygenów
w moczu). Posiew krwi nale¿y do wysoce specyficznych metod, ale
stosunkowo rzadko uzyskiwany jest wynik dodatni.

S.aureus
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Przedzia³y referencyjne podawane wraz z wynikami badañ
laboratoryjnych s¹ istotnym elementem prawid³owej interpretacji
wyników badañ i mog¹ wp³ywaæ na podejmowane decyzje kliniczne.
Przydatnoœæ przedzia³ów referencyjnych jest uzale¿nionaod
starannego wyznaczenia/weryfikacji w laboratorium, z udzia³em
w³aœciwej populacji pacjentów i z zastosowaniem okreœlonych
procedur i metod. Wiêkszoœæ przedzia³ów referencyjnych
wyznaczono ponad 20 lat temu, przy u¿yciu innych metod
i aparatury, dlatego odnoszenie do nich uzyskiwanych obecnie
wyników mo¿e prowadziæ do podejmowania b³êdnych decyzji.
Zgodnie z wymaganiami akredytacyjnymi medyczne laboratorium
diagnostyczne jest zobowi¹zane do ustalenia (lub weryfikacji)
przedzia³u referencyjnego dla wszystkich metod iloœciowych,
z wyj¹tkiem parametrów, dla których obowi¹zuj¹ wartoœci decyzyjne
(cholesterol, glukoza, HbA1c).

Zgodnie z ostatnimi wytycznymi
wersja C28-A3 przedzia³y referencyjne mo¿na

ustalaæ lub te¿ weryfikowaæ przedzia³y ustalone w innych
laboratoriach (lub proponowane przez producentów odczynników).
Ustalenie przedzia³u referencyjnego jest przedsiêwziêciem trudnym
pod wzglêdem organizacyjnym i kosztownym. Pe³na procedura
wymaga rekrutacji co najmniej 120 osób o ustalonym kryterium
zdrowia. Jeœli poziom analitu jest ró¿ny w podgrupach (np. zale¿nych
od wieku lub p³ci), ka¿da podgrupa powinna liczyæ co najmniej 120
osób. Oznacza to, ¿e ustalenie przedzia³ów referencyjnych
w pediatrii mo¿e wymagaæ udzia³u np. 1200 zdrowych osób. Dlatego
wyznacza siê je zwykle tylko dla nowego parametru lub nowej
metody. Jeœli dostêpne s¹ przedzia³y referencyjne publikowane
w literaturze mo¿na przeprowadziæ znacznie prostsz¹ weryfikacjê
przedzia³u referencyjnego, co wymaga dysponowania wynikami
tylko 20 osób referencyjnych. Jeœli tylko jeden lub dwa wyniki w
próbie referencyjnej wykraczaj¹ poza proponowany przedzia³
referencyjny mo¿e on zostaæ zaakceptowany. Taka sytuacja jest
mo¿liwa, o ile spe³niony jest warunek porównywalnoœci metod
analitycznych i populacji referencyjnej. Maj¹c do dyspozycji ponad
20 wyników w próbie referencyjnej (a mniej ni¿ 120) mo¿na tak¿e
obliczyæ granice przedzia³u referencyjnego stosuj¹c metodê
statystyczn¹ odporn¹ na wystêpowanie wartoœci odstaj¹cych i inne
odstêpstwa od warunków stosowania testów statystycznych („robust
method”). Niemniej jednak najlepsz¹ metod¹ ustalania przedzia³u
referencyjnego jest metoda bezpoœredniej selekcji próby
referencyjnej o liczebnoœci, co najmniej 120 osób i wyznaczenie
przedzia³u referencyjnego metod¹ nieparametryczn¹ (zakres
percentylowy 5-95% lub 2.5-97.5%, czasem <99%).
Zgodnie z wytycznymi CLSI przedzia³ referencyjny mo¿e zostaæ
przygotowany przez kilka wspó³pracuj¹cych ze sob¹ laboratoriów,
jeœli wykorzystuj¹ one tê sam¹ metod¹ analityczn¹ o okreœlonej
spójnoœci pomiarowej.

Uznaje siê, ¿e mo¿liwoœæ detekcji patogenu we krwi ulega
zwiêkszeniu, gdy krew na posiew zostanie pobrana w pierwszych
czterech dniach od wyst¹pienia pocz¹tkowych objawów infekcji
i znacznie spada w kolejnych dniach. Aspiracja ig³owa przez klatkê
piersiow¹ jest sporadycznie stosowana, ale obecnie budzi coraz
wiêksze zainteresowanie z powodu wysokiej specyficznoœci
i czu³oœci metody (do 80% wyników dodatnich). Próbki PSB i BAL
jakkolwiek zanieczyszczone flor¹ kolonizuj¹c¹ i kontaminuj¹c¹
stanowi¹ wiarygodny materia³ w diagnostyce zaka¿eñ dolnych dróg
oddechowych. Iloœciowa ocena tych materia³ów i uzyskanie
wzrostu 10 CFU/ ml pozwala na potwierdzenie udzia³u
wyhodowanych drobnoustrojów w zaka¿eniu. Wœród nieinwazyjnie
pobranych próbek szczególne znaczenie ma nadal plwocina,
najwa¿niejszy materia³ szczególnie w identyfikacji

. Plwocina jest wartoœciow¹ próbk¹ , wymaga jednak
wczeœniejszego potwierdzenia jej przydatnoœci w preparacie
mikroskopowym (stosunek leukocytów do nab³onków). Preparat
barwiony metod¹ Grama stanowi te¿ szybk¹ wstêpna metodê
identyfikacji, zw³aszcza charakterystycznie wygl¹daj¹cych

. Wiarygodnoœæ oceny mikroskopowej
zwiêksza siê, gdy badanie przeprowadzone zostanie w ci¹gu 30-40
min od pobrania plwociny. Wymazy z nosogardzieli i z gard³a nie s¹
odpowiednimi próbkami do badañ w kierunku typowych zaka¿eñ
bakteryjnych dolnych dróg oddechowych. Wa¿nym materia³em
w diagnostyce LRTI jest równie¿ mocz, w którym mo¿na wykryæ
antygeny polisacharydowej otoczki jak
i antygen . Immunochromatograficzny test (ICT)
stosowany w detekcji pneumokoków wykazuje wysok¹ czu³oœæ
(80%) i wysok¹ specyficznoœæ (>95%). Powinien byæ wykonywany
u wszystkich osób z objawami zapalenia p³uc i ujemnym preparatem
mikroskopowym. Nie ma jednak zastosowania u dzieci, z uwagi na
powszechne nosicielstwo pneumokoków wœród najm³odszych.
Detekcja antygenów w moczu jest równie¿ niezwykle u¿ytecznym
badaniem przy podejrzeniu zaka¿enia Test powinien
byæ wykonywany u pacjentów OIT, a tak¿e w przypadkach
niepowodzeñ leczniczych po podaniu beta-laktamu. Ograniczeniem
dostêpnych do tej pory testów jest mo¿liwoœæ wykrycia jedynie
antygenu serotyp 1. Wy¿sz¹ czu³oœæ daj¹
testy wykonane w próbce skoncentrowanego moczu w porównaniu
z nieskoncentrowanym ( 91,6% vs 66,6%) . Test daje wyniki ujemne
w pierwszych 5 dniach zaka¿enia i pozostaje dodatni pomiêdzy 6 a 14
dniem od pocz¹tku infekcji. Jego stosowanie przyczynia siê do
szybkiego rozpoznania legionellozy i wczesnego wdro¿enia
odpowiedniego leczenia co dalej przyczynia siê do obni¿enia
œmiertelnoœci wœród ciê¿ko chorych pacjentów.

Publikacja zawiera wskazówki dotycz¹ce leczenia zaka¿eñ
wywo³anych szczepami MRSA, przedstawia znane i nowe opcje
terapeutyczne oraz ich ograniczenia. Autorzy poddali dyskusji
znaczenie takich antybiotyków jak glikopeptydy, trimetoprim-
sulfametoksazol, chloramfenikol, tetracykliny, synercid,
daptomycyna, linezolid, tigecyklina. Zwrócili uwagê na szczepy
VISA i heterogenne VISA , dla których MIC wankomycyny mieœci
siê w granicach wra¿liwoœci (1-2 µg/ml). Sukces kliniczny
z u¿yciem wankomycyny stwierdzano (60% przypadków), gdy
wartoœæ MIC tego glikopeptydu nie przekracza³a 0,5 µg/ml i brak
sukcesu (90%) przy wartoœciach MIC wankomycyny 1-2µg/ml.
Zaka¿enia szczepami MRSA o wysokich wartoœciach MIC bliskich
2 µg/ml wymagaj¹ stosowania wysokich dawek wankomycyny,
najlepiej we wlewach ci¹g³ych w celu osi¹gniêcia C trough 15mg/l
, lub te¿ skojarzonej terapii z innymi antybiotykami, w tym
z gentamicin¹.
Obiecuj¹cy , ale wymagaj¹cy potwierdzenia przydatnoœci klinicznej
badaniami u ludzi, wydaje siê schemat terapii z u¿yciem pojedynczej
wysokiej dawki gentamiciny w skojarzeniu z wankomycyn¹. Taka
terapia zapalenia wsierdzia wywo³anego przez sprzyja
maksymalizacji synergistycznego i bakteriobójczego dzia³ania

antybiotyków oraz obni¿eniu i ³agodzeniu destrukcyjnych zmian
w obrêbie wsierdzia. Wa¿n¹ i skuteczn¹ opcj¹ terapeutyczn¹
w zaka¿eniach MRSA jest skojarzenie fosfomycyny z imipenemem.
Daptomycyna jest wskazana przy braku poprawy klinicznej po
podaniu wankomycyny. Nale¿y jednak monitorowaæ wartoœæ MIC
daptomycyny, gdy¿ wczeœniejsza terapia i narastanie opornoœci na
glikopeptyd najczêœciej koreluje z opornoœci¹ na daptomycynê
u szczepów MRSA. U pacjentów z respiratorowym zapaleniem p³uc
alternatyw¹ dla wankomycyny jest linezolid, a w zaka¿eniach skóry
i tkanek miêkkich oraz w powik³anych zaka¿eniach wewn¹trz
brzusznych tigecyklina.> 4
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Dane zebrane z kilku oœrodków s³u¿¹ do obliczenia
„wspólnego” przedzia³u referencyjnego, a nastêpnie przedzia³ jest
ponownie weryfikowany w ka¿dym z laboratoriów. Tworzenie
„wspólnych” przedzia³ów referencyjnych teoretycznie umo¿liwia
w p r o w a d z e n i e u n i w e r s a l n y c h p r z e d z i a ³ ó w
„metodyczno/aparaturowych”.

Na tej koncepcji oparty jest projekt CALIPER (
), który ma na celu

ponowne ustalenie przedzia³ów referencyjnych dla dzieci
kanadyjskich od chwili urodzenia do 18. roku ¿ycia,
z uwzglêdnieniem 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. Trwaj¹ca
obecnie pierwsza faza projektu polega na rekrutacji mo¿liwie
najwiêkszej liczby zdrowych dzieci i m³odzie¿y w przychodniach,
szpitalach, przedszkolach, szko³ach, placówkach opiekuñczych
w ca³ej Kanadzie. Dziêki rozmachowi akcji istnieje nadzieja na
uzyskanie odpowiedniej reprezentacji poszczególnych prób
populacyjnych. Materia³ pobierany jest przez odpowiednio
przeszkolony personel, wed³ug standardowego protoko³u,
z uwzglêdnieniem zmiennoœci przedanalitycznej. Materia³ jest
g³êboko mro¿ony, a jeœli rodzaj próbki lub analitu wyklucza takie
przechowywanie, analiza jest wykonywana niezw³ocznie
w wybranych oœrodkach, zgodnie z okreœlonymi procedurami.
W drugiej fazie projektu surowica/osocze zostan¹ poddane analizie
w wytypowanych oœrodkach, z wykorzystaniem 7 najczêœciej
stosowanych platform analitycznych, tak, aby mo¿liwe by³o
przygotowanie przedzia³ów referencyjnych zale¿nych od
metody/aparatury. Uzyskane wyniki zostan¹ opracowane
statystycznie zgodnie z aktualnym wytycznymi CLSI,
a przygotowane przedzia³y referencyjne wprowadzone
i zweryfikowane we wszystkich laboratoriach w Kanadzie. Dane
zostan¹ opublikowane tak¿e na stronie internetowej, gdy¿
prawdopodobnie bêd¹ mog³y byæ adaptowane tak¿e w innych
krajach œwiata.

W Kanadzie i Stanach Zjednoczonych Ameryki medyczne
laboratoria diagnostyczne zobowi¹zane s¹ do telefonicznego
powiadamiania odbiorców wyników o przekroczeniu wartoœci
krytycznych. Opracowanie i stosowanie takiej procedury jest jednym
z wymagañ akredytacyjnych. Przez wartoœæ krytyczn¹ rozumie siê
wynik badania, który wskazuje na bezpoœrednie zagro¿enie ¿ycia
pacjenta i wi¹¿e siê z koniecznoœci¹ natychmiastowej interwencji
medycznej. Zgodnie z wytycznymi

w USA wartoœci krytyczne powinny byæ ustalane
lokalnie na drodze konsultacji wszystkich œrodowisk medycznych
korzystaj¹cych z wyników badañ laboratoryjnych. Pozwala to
dostosowaæ wartoœci krytyczne do potrzeb u¿ytkowników, przy
uwzglêdnieniu ró¿nic metodycznych i populacji pacjentów.

Autorzy pracy podjêli próbê oceny stopnia akceptacji wartoœci
krytycznych, proponowanych przez laboratorium, przez lekarzy
dwóch du¿ych szpitali wspó³pracuj¹cych z Uniwersytetem
w Ontario w Kanadzie. Wybran¹ form¹ konsultacji œrodowiskowych
by³a ankieta internetowa, w której proponowano kilka poziomów
krytycznych dla najwa¿niejszych parametrów. Na przyk³ad dla
niskiego poziom sodu 115, 120, 125, 130 mmol/l. Dla ka¿dego
poziomu mo¿liwe by³y trzy odpowiedzi: „A. dzwoniæ natychmiast”,
„B. dzwoniæ w godzinach pracy”, „C. nigdy nie dzwoniæ”.
OdpowiedŸ B. wprowadzono dla oceny zrozumienia przez lekarza
idei wartoœci krytycznych. Przyjêto, ¿e proponowany poziom
krytyczny jest akceptowany, jeœli odsetek odpowiedzi A jest wy¿szy
ni¿ 60%, a odsetek C ni¿szy od 20%. Respondentów pytano tak¿e
o to, kto powinien byæ upowa¿niony do odbierania informacji
telefonicznych.

W badaniu wziê³o udzia³ 115 spoœród 1191 lekarzy
zatrudnionych w szpitalach. A¿ 79% z nich, co najmniej jeden raz
zaznaczy³o odpowiedŸ B, co œwiadczy o tym, ¿e tylko 21%

respondentów rzeczywiœcie rozumie pojêcie wartoœci krytycznych.
Tylko 4 z 11 proponowanych dot¹d przez laboratorium wartoœci
krytycznych zosta³o zaakceptowanych przez odbiorców wyników
(sód, potas, magnez, wodorowêglany). W przypadku pozosta³ych
parametrów lekarze dopuszczaj¹ wystêpowanie wartoœci bardziej
odbiegaj¹cych od referencyjnych. Na przyk³ad dla pH laboratorium
proponowa³o wartoœci krytyczne 7.2 i 7.6, natomiast lekarze
oczekuj¹ wiadmoœci telefonicznej dopiero przy obni¿eniu pH
poni¿ej 7.0 lub po przekroczeniu wartoœci 7.7. Autorzy pracy,
w oparciu o dane literaturowe i informacje uzyskane od
respondentów, zaproponowali zmianê wykorzystywanych lokalnie
laboratoryjnych wartoœci krytycznych (tabela). Wiêkszoœæ lekarzy
chcia³aby odbieraæ informacje o przekroczeniu wartoœci krytycznych
osobiœcie lub za poœrednictwem lekarzy rezydentów.

Przedstawiona praca jest pierwszym tego rodzaju
opublikowanym badaniem. Autorzy pracy zaznaczaj¹, ¿e
zastosowany przez nich sposób przeprowadzania badañ nie jest
wiarygodnym narzêdziem do opracowania wartoœci krytycznych
i nie polecaj¹ tej metody do powszechnego u¿ytku. Ankietê
wype³ni³o niewielu respondentów, nie wszystkie ankiety by³y
kompletne, ankietowani nie w pe³ni rozumieli koncepcjê wartoœci
krytycznych. Uzyskane wyniki wskazuj¹ przede wszystkim na
potrzebê poprawy komunikacji personelu laboratoryjnego
z odbiorcami wyników.

CAnadian
Laboratory Initiative on PEdiatric Reference

Joint Commission on
Accreditation of Healthcare Organizations and College of American
Pathologists

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
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Tabela. Wartoœci krytyczne u doros³ych zaproponowane po
uwzglêdnieniu informacji pochodz¹cych od ankietowanych lekarzy

Przygotowa³a: dr n. farm. Joanna Urbaniak
Katedra i Zak³adAnalityki Medycznej
Akademia Medyczna we Wroc³awiu im. Piastów Œl¹skich

KOMUNIKAT
Zgodnie z art. 17 ustawy z 27 lipca 2001 roku o diagnostyce laboratoryjnej
(DZ.u. z 2001 roku, Nr 100, poz. 1083 z póŸn. zm.) laboratorium jest
zak³adem opieki zdrowotnej. Laboratorium mo¿e byæ tak¿e jednostk¹
organizacyjn¹ zak³adu opieki zdrowotnej, jednostki badawczo-rozwojowej
albo wy¿szej uczelni medycznej.
Status zak³adu opieki zdrowotnej laboratorium uzyskuje z chwil¹ wpisu do
rejestru zak³adów opieki zdrowotnej prowadzonego przez Wojewodów
(ustawa z 30 sierpnia 1991 roku o zak³adach opieki zdrowotnej - Dz.U. Nr 91,
poz. 408 z póŸn. zm.). Tym samym laboratorium, musi uzyskaæ wpis do
rejestru wojewody
W obecnym stanie prawnym nie jest dopuszczalne funkcjonowanie
medycznego laboratorium diagnostycznego tylko i wy³¹cznie na podstawie
wpisu do ewidencji dzia³alnoœci gospodarczej. Ponadto, zgodnie z art. 19 ust.
2 podmiot, który prowadzi laboratorium, jest obowi¹zany wyst¹piæ
z wnioskiem o wpis laboratorium do ewidencji. Ewidencja prowadzona jest
przez Krajow¹ Radê Diagnostów Laboratoryjnych

Prezes KRDL
(-) Henryk Owczarek

Jednoczeœnie uprzejmie informujê, ¿e podmiot który udziela œwiadczeñ
zdrowotnych bez wymaganego prawem wpisu podlega karze aresztu,
ograniczenia wolnoœci albo grzywny (art. 147 a kodeksu wykroczeñ).
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Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest to najczêstszy guz
z³oœliwy wieku dzieciêcego. Udowodniono, i¿ szlak regulacyjny
PIK3/AKT/mTOR, który jest czêsto aktywowany w wielu
nowotworach, mo¿e odgrywaæ równie¿ istotn¹ rolê w patogenezie
tego nowotworu. Kluczowymi bia³kami powy¿szego szlaku,
mog¹cymi powodowaæ jego nieprawid³owe funkcjonowanie, s¹
kinazy tyrozynowe kodowane przez geny PIK3CA, EGFR oraz
bia³ko kodowane przez gen supresonowy PTEN.
Celem przeprowadzonych badañ by³a analiza mutacji punktowych
w obrêbie eksonów 18-21 genu EGFR, eksonów 5, 6, 10 i 21 genu
PIK3CA oraz eksonów 1-9 genu PTEN, a tak¿e okreœlenie stopnia
amplifikacji genu EGFR. Materia³em badawczym by³o 87
fragmentów tkanek guzów nerwiaka zarodkowego, zatopionych
w parafinie. W analizie mutacji punktowych wykorzystano metody
PCR (³añcuchowej reakcji polimerazy), sekwencjonowania oraz
DHPLC (denaturuj¹cej wysokosprawnej chromatografii cieczowej).
Metod¹ FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) okreœlano
stopieñ ampfifikacji genu EGFR.
W dwóch guzach (3,2%) wykryto, nieopisan¹ dot¹d, mutacjê c,931
A>G w eksonie 5 genu PIK3CA. Zmiana ta prowadzi do zast¹pienia
izoleucyny walin¹ w pozycji 311 w sekwencji aminokwasowej-
p.I311V. Stwierdzono równie¿ wystêpowanie szeœciu
polimorfizmów; w genie EGFR c.2184+19 G>A, c.2361 G>A oraz
c.2508 C>T, w genie PIK3CA c.1060-17 C>A i c.1145+54 A>G
oraz w genie PTEN c.285 A>T. S¹ to polimorfizmy, z wyj¹tkiem
c.285 A>T, opisane w bazie danych Ensemble Genome Browser
(dbSNP). Zmiany te nale¿¹ do zmian intronowych b¹dŸ
synonimicznych, czyli nie powoduj¹cych zmian w sekwencji
aminokwasowej. Trzy z rozpoznanych polimorfizmów cechowa³y
siê du¿¹ czêstoœci¹ wystêpowania (c.2631 G>A- 67,4%, c.1060-17
C>A- 64,8%, c.1145+54 A>G-61,1%). Czêstoœæ wystêpowania
zidentyfikowanych polimorfizmów by³a porównywalna z czêstoœci¹
w populacji dla rasy kaukaskiej. Analiza FISH genu EGFR wykry³a
obecnoœæ licznych przypadków polisomii przy równoczesnym braku
amplifikacji tego genu. Uzyskane wyniki potwierdzaj¹ nisk¹
czêstoœæ wystêpowania mutacji w genach koduj¹cych bia³ka
zaanga¿owane w szlak regulacyjny PIK3/AKT/mTOR
w neuroblastoma.

Apo lipoprotein y (apo) A-I i A-II stanowi¹ odpowiednio 70 i 20%
bia³ek we frakcji lipoprotein wysokiej gêstoœci (HDL). Fizjologiczna
rola apo A-II nie zosta³a jeszcze wyjaœniona, a wyniki badañ nad jej
zwi¹zkami z mia¿d¿yc¹ budz¹ kontrowersje. Zasadnicz¹ cech¹
przemian HDL zachodz¹cych w osoczu jest kr¹¿enie apo A-I
pomiêdzy ubogimi w lipidy prekursorowymi cz¹stkami HDL
o dyskoidalnych kszta³tach (ruchliwoœæ pre- ¿elu agarozowym)

i bogatymi w lipidy dojrza³ymi sferycznymi HDL (ruchliwoœæ
w ¿elu agarozowym). Fizyko-chemiczne w³aœciwoœci apo A-II s¹

podobne do tych jakimi charakteryzuje siê apo A-I. Nie uda³o siê
jednak wykryæ prekursorowych HDL A-II w ludzkim osoczu.
Eksperymenty z wykorzystaniem modelowych cz¹stek HDL
sugeruj¹, ¿e w przeciwieñstwie do apoA-I, apoA-II nie ma zdolnoœci
do uwalniania siê z HDL, Badania prowadzone w Zak³adzie
Medycyny Laboratoryjnej GUMed wykaza³y, ¿e strukturalna
modyfikacja HDL wyizolowanych z ludzkiej surowicy metod¹
ultrawirowania, zachodz¹ca pod wp³ywem fosfolipidów, generuje
now¹ trakcjê lipoproteinow¹ o cechach prekursorów HDL
zawieraj¹c¹ apo A-II (Wróblewska i wsp. J Lipid Res 2009; 50: 667-
675).
Celem obecnej pracy by³o zbadanie mechanizmów powstawania
prekursorowych HDL A-II w wyniku oddzia³ywania pomiêdzy
liposomami lecytynowymi 5 natywnymi HDL.
Surowicê zawieraj¹c¹ HDL jako jedyn¹ frakcjê lipoproteinow¹
(S-HDL) inkubowano przez 1h w 37°C z liposomami lecytynowymi,
przy stosunkach fosfolipidów HDL do fosfolipidów liposomów
(FL-HDL/FL-LP) l;l, 1:3 i 1:5. W wyniku interakcji pomiêdzy
S-HDL z liposomami powstaje nowa, heterogenna frakcja
lipoproteinowa wêdruj¹ca z ruchliwoœci¹ pre- w ¿elu agarozowym,
z³o¿ona z cz¹stek zawieraj¹cych apo A-I lub/i apo A-II. Liposomy
i frakcje pre- wytr¹cano z mieszanin inkubacyjnych za pomoc¹
heparyny i CaCl . Dziêki temu wykazano, ¿e iloœæ apo A-I oraz apo
A-II uwalnianych z HDL wzrasta³a wraz ze wzrostem stê¿enia FL
liposomów w mieszaninie inkubacyjnej. Przy stosunku
FL-HDL/FL-LP wynosz¹cym 5:1 HDL traci³y oko³o 9% apo A-II.
Elektroforeza dwukierunkowa w 0,75% agarozie - gradiencie ¿elu
poliakrylamidowego (2-27%), w warunkach niedenaturuj¹cych
wykaza³a, ¿e w populacji zawieraj¹cej apo A-I dominowa³y cz¹stki
o œrednicach od 8,3 do 11,3 nm, natomiast w populacji zawieraj¹cej
apo A-II cz¹stki o œrednicach od 8,7 do 9,1 oraz od 9,7 do 10,5 nm.
Na podstawie analizy dystrybucji apo A-I i apo A-II we frakcjach
pre- powstaj¹cych przy ró¿nych stosunkach FL-HDL/FL-LP
stwierdzono, ¿e wzrost stê¿enia FL liposomów nie wp³ywa³ na
wielkoœæ powstaj¹cych cz¹stek lipoproteinowych. Wskazuje to, ¿e
cechuje je sta³a proporcja lipidów i bia³ek. Za najwa¿niejsz¹
obserwacjê nale¿y uznaæ fakt, ¿e w populacji zawieraj¹cej apo A-II
generowane s¹ g³ownie ma³e cz¹stki, o œrednicy oko³o 7,9 nm, a wiêc
zbli¿onej do œrednicy prekursorowych HDL wystêpuj¹cych
w osoczu.
Inkubacja pe³nej surowicy z liposomami wykaza³a, ¿e tak¿e
w obecnoœci innych lipoprotein reakcja pomiêdzy HDL i liposomami
prowadzi do przesuniêcia apo A-I i A-II z HDL do
nowopowstaj¹cych cz¹stek o ruchliwoœci pre- . Na podstawie
wielkoœci cz¹stek zawieraj¹cych apo A-II znajduj¹cych siê w tej
frakcji pre- mo¿na wnioskowaæ, ¿e w tych warunkach czêœæ
uwolnionej apo A-II wi¹za³a siê w z cz¹stkami lipoprotein niskiej
gêstoœci (VLDL).
Wyniki przedstawione w pracy wykaza³y po raz pierwszy, ¿e podczas
transferu FL do HDL, apoA-II uwalnia siê z cz¹stek dojrza³ych HDL
i tworzy nowe okreœlone populacje cz¹stek dyskoidalnych.
W warunkach fizjologicznych HDL pozyskuj¹ FL od lipoprotein
transportuj¹cych triacyloglicerole - VLDL i chylomikronów.
Powstawanie przy tym ma³ych dyskoidalnych HDLA-II mo¿e mieæ
wa¿ny wp³yw na metabolizm lipoprotein. Cz¹stki takie mog³yby
wbudowywaæ siê do sferycznych HDL A-I na drodze mechanizmu
zale¿nego od acylotransferazy lecytynowo-cholesterolowej (LCAT)
i w ten sposób uczestniczyæ w przemianach HDL zachodz¹cych
w osoczu. Badania nad zwi¹zkami funkcjonalnymi pomiêdzy apoA-
II i hipertriglicerydemi¹ wskazuj¹, ¿e HDL A-II mog³yby
wbudowywaæ siê te¿ do cz¹stek VLDL i modulowaæ hydrolizê
triacylogliceroli. HDL A-II mog³yby te¿ oddzia³ywaæ
z przezb³onowymi transporterami ABC A-l i wp³ywaæ na proces
powrotnego transportu cholesterolu.
Czeœæ wyników uzyskanych w pracy by³a prezentowana na 8-mym
Miêdzynarodowym Kongresie Chorób Têtnic Wieñcowych (Praga,
Czechy, 11-14.10.2009 i opublikowana w New Approaches In
Coronary Artery Disease, Proceedings of the 8 International
Congress of CoronaryArtery Disease, 2009 . str. 71-74).
.
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Reumatoidalne zapalenie stawów (RZS) jest najczêstsz¹ artropati¹
zapaln¹ wœród rasy kaukaskiej. Charakteryzuje je symetryczny
obrzêk stawów r¹k i stóp. RZS mo¿e mieæ tak¿e swój pocz¹tek
w stawie kotanowym, gdzie gromadzi siê wysiêk zapalny, w którym
obecne s¹ limfocyty T. Mimo wielu przeprowadzonych badañ nie
wyjaœniono jak dot¹d patogenezy choroby. W ostatnich latach
przyjêto hipotezê zak³adaj¹c¹ systemowy przebieg RZS, tj.
zauwa¿ono zaanga¿owanie obwodowego uk³adu odpornoœciowego,
tj. limfocytów T, które pe³ni¹ wa¿n¹ rolê w indukcji zmian, których
wynikiem jest uszkodzenie stawów.
W pracy badano immunologiczne pod³o¿e reumatoidalnego
zapalenia stawów. Uwagê poœwiêcono badaniom komórek
posiadaj¹cych receptor TCR, czyli limfocytów T oraz T we
krwi obwodowej i p³ynie stawowym u pacjentów z RZS. G³ówny
nacisk po³o¿ono na charakterystykê fenotypow¹ limfocytów
Tz receptoremTCR w obu kompartmentach.
Do badañ wykorzystano materia³ biologiczny pochodz¹cy od
pacjentów z RZS oraz ludzi zdrowych. W grupie badanej (chorzy na
RZS) pobierano tego samego dnia krew obwodow¹ oraz p³yn
stawowy ze stawu kolanowego. W grupie kontrolnej analizie
poddano krew obwodow¹.
Dziêki zastosowaniu nowoczesnej techniki, jak¹ jest cytometria
przep³ywowa, mo¿liwa by³a ocena ekspresji antygenów
powierzchniowych dla poszczególnych subpopulacji limfocytów
TzTCR TCR .
Uzyskane wyniki wskazuj¹ na istotne zwiêkszenie iloœci oraz
odsetka limfocytów TCR w p³ynie stawowym w porównaniu do
poziomów we krwi obwodowej tych samych osób. Nale¿¹ one do
ró¿nych subpopulacji, co przemawia za heterogennoœci¹
immunologiczn¹ RZS, wspó³istniej¹c¹ z ró¿nym przebiegiem
klinicznym choroby, Przedstawione wyniki wnosz¹ wa¿ne elementy
do poznania patomechanizmu reumatoidalnego zapalenia stawów
i mog¹ stanowiæ pocz¹tek szerszej analizy, która docelowo mo¿e
staæ siê czynnikiem prognostycznym przebiegu RZS.

Kiedy coraz czêœciej stajemy wobec problemów moralnych,
które najwyraŸniej przerastaj¹ nas i nie potrafimy jednoznacznie
oceniaæ naszych dzia³añ, chcielibyœmy na nowo wróciæ do
autorytetów. Dotyczy to zw³aszcza zagadnieñ zwi¹zanych
z nieustannym postêpem w naukach biomedycznych, które niemal
z dnia na dzieñ zmieniaj¹ oblicze nowoczesnej diagnostyki i terapii.
Coœ, co wczoraj mo¿na by³o znaleŸæ co najwy¿ej na kartkach ksi¹¿ek
futurystycznych staje siê zespo³em faktów, które czasem ciesz¹,
czasem zaœ napawaj¹ nas niepokojem a nawet przera¿eniem. Dziêki
wci¹¿ poszerzaj¹cym siê mo¿liwoœciom diagnostyki mo¿emy dziœ
zebraæ jak najwiêksz¹ iloœæ informacji o stanie pacjenta, co pozwala
na skuteczniejsze dzia³ania prewencyjne i terapeutyczne, ale te¿ przy
z³ym ich zastosowaniu otwiera pole do manipulacji i nadu¿yæ.

Wiemy zatem dobrze, ¿e bardziej ni¿ kiedykolwiek
potrzebujemy solidnej wiedzy antropologicznej i g³êbokiej refleksji
etycznej, która pozwoli³aby dobrze oceniæ szanse i zagro¿enia, przed
jakimi staje wspó³czesna medycyna. Z tym wiêksz¹ radoœci¹
przyjmujemy ukazanie siê nowej ksi¹¿ki znanego krakowskiego
moralisty ks. prof. Tadeusza Œlipki, który jest wielkim autorytetem
w dziedzinie nauk moralnych nie tylko w Polsce, ale i w Europie.
Mam na myœli monograficzn¹ pracê „Bioetyka. Najwa¿niejsze
problemy” stanowi¹c¹ jakby podsumowanie wieloletniej pracy nad
najbardziej trudnymi problemami moralnymi wspó³czesnego œwiata.

Autor znanych i cenionych podrêczników akademickich do etyki
/ ”

, które doczeka³y siê
wielu wydañ, tym razem przedstawia nam solidn¹ filozoficzn¹
refleksjê nad szansami i zagro¿eniami, jakie niesie dla cz³owieka
wspó³czesna medycyna. Na tle wielu prac dotycz¹cych b¹dŸ co b¹dŸ
modnej dziœ problematyki biotycznej, praca prof. Œlipki jest
wyj¹tkowa. Autorem jej jest bowiem nie jeden z elokwentnych
postmodernistów przedstawiaj¹cych w atrakcyjny sposób
relatywistyczne ujêcia, w których cz³owiek uwolniony od prawdy
i dobra czuje siê „panem w³asnego losu”, panem w³asnych ocen
moralnych skrojonych na miarê mojego œwiatopogl¹du. Prof.
Tadeusz Œlipko, absolwent Wydzia³u Teologicznego Uniwersytetu
Jagielloñskiego reprezentuje powa¿n¹ szko³ê klasycznej
arystotelesowsko-tomistycznej filozofii. Jest autorem opieraj¹cym
swoj¹ koncepcjê na najwiêkszych autorytetach klasycznej myœli.
Przez wiele lat wyk³ada³ etykê w Akademii Teologii Katolickiej
w Warszawie, gdzie jako jeden z pierwszych polskich autorów
zajmowa³ siê problemami, które dziœ s¹ przedmiotem zrodzonej
w latach siedemdziesi¹tych ubieg³ego stulecia bioetyki /

Czytelnik omawianej pracy dowie siê, ¿e wbrew powszechnej
opinii, i¿ ka¿dy na swój sposób mo¿e uprawiaæ bioetykê, i mo¿e
g³osiæ dowolne pogl¹dy w tej dziedzinie, bioetyka jest nauk¹ i to nie
byle jak¹. Jak ka¿da inna dyscyplina posiada swój przedmiot
i metodê. Jest nauk¹ filozoficzn¹ dystansuj¹c¹ wszelkie, zaledwie
emocjonalne, jak te¿ jakoœciowe ujêcia cz³owieka. U podstaw
bioetyki, która jest niczym innym, jak jedn¹ z etyk szczegó³owych
le¿y jakaœ wizja cz³owieka, inaczej mówi¹c jakaœ antropologia
/

W³aœciwie wszystkie dzisiejsze spory w etyce czy bioetyce s¹
w gruncie rzeczy sporami o koncepcjê cz³owieka. Dlatego tak bardzo
cenna jest le¿¹ca u podstaw etyki ks. prof. Œlipki realistyczno-
personalistyczna koncepcja osoby ludzkiej. Realistyczna, bo
ujmuj¹ca cz³owieka jako realny byt, nie tylko element jakiejœ
struktury spo³ecznej, jakiegoœ projektu, czy jakiejœ wizji œwiata. Jest
personalistyczna, bo ujmuje cz³owieka, jako osobê a wiêc byt
rozumny, œwiadomy swej obecnoœci w œwiecie, byt przytomny
zdolny do poznawania œwiata, formu³owania ocen i dokonywania
wolnych wyborów. Jako takiemu bytowi przys³uguje przynale¿na
mu w sposób bezwzglêdny godnoœæ.

W swoim obszernym, bo licz¹cym ponad piêæset stron dziele ks.
prof. Œlipko proponuje rzeteln¹ refleksjê filozoficzn¹ nad ¿yciem
ludzkim w jego pe³nym, osobowym wymiarze. Wprowadza
przejrzysty porz¹dek w najczêœciej powierzchowne i byle jakie
próby podejmowania kwestii biotycznych. Jak przysta³o na porz¹dny
dyskurs filozoficzny, maj¹cy swój wzorzec w dzie³ach Arystotelesa
i Cycerona wszelk¹ refleksjê rozpoczyna od zdefiniowania
przedmiotu, którym siê zajmuje. Zdefiniowaæ bowiem jakieœ
pojêcie, to co prawda jeszcze nie filozofia, ale nie da siê filozofowaæ
wówczas, gdy do koñca nie wiemy, czym siê zajmujemy.

Okazuje siê, ¿e ju¿ sama definicja bioetyki, jaka funkcjonuje
w literaturze jest niejednoznaczna. Bioetyka uprawiana najczêœciej
w interdyscyplinarnych œrodowiskach przypisywana jest ona do
ró¿nych dziedzin, niekoniecznie zwi¹zanych z filozofi¹, w której
tylko jest miejsce dla refleksji moralnej

Ks. profesor Tadeusz Œlipko sytuuje bioetykê
w filozofii, która jest jedyn¹ nauk¹ dysponuj¹c¹ narzêdziami
poznawczymi pozwalaj¹cymi na formu³owanie norm moralnych
opartych na prawdzie o cz³owieku.

Prawd¹ jest, ¿e podejmowanie zagadnieñ bioetycznych wymaga
szczegó³owej wiedzy na temat zaawansowanych procedur
biomedycznych, wiedzy z poziomu nauk eksperymentalnych i jest
rzecz¹ oczywist¹, ¿e bioetyka musi byæ uprawiana zawsze w jakimœ
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ce Sociobiology: the Nev Synthesis" uwa a, e zagadnienia
bioetyki nale y odda dzi w r ce biolog w. Por: Unemême éthique
pour tous?" sous la dir. de Jean-Pierre de Changeux, ed. Odile Jacob,
Paris 1997. s 78

„Bioetyka [...] stanowi dzia³
filozoficznej etyki szczegó³owej, która ma ustaliæ oceny i normy
(regu³y) moralne wa¿ne w dziedzinie dzia³añ (aktów) lidzkich
polegaj¹cych na ingerencji w granicznych sytuacjach zwi¹zanych
z zapocz¹tkowaniem ¿ycia, jego trwaniem i œmierci¹” /

.
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interdyscyplinarnym kontekœcie.
Jednak oceny moralne rozpoznanych faktów mog¹ byæ formu³owane
na terenie filozofii i w oparciu o solidn¹ filozoficzn¹ antropologiê.

Prezentowana w ksi¹¿ce wyk³adnia bioetyki jako etyki
szczegó³owej, budowana jest na naturalnym poznaniu
filozoficznym. Jako taka, nie mo¿e byæ w ¿adnym razie uznawana za
stanowisko œwiatopogl¹dowe. Wra¿liwoœæ metodologiczna
krakowskiego filozofa oczyszcza myœl filozoficzn¹ z wszelkich
œwiatopogl¹dowych wp³ywów. Nie ignoruje stanowisk religijnych
i œwiatopogl¹dowych, kszta³tuj¹cych nasz¹ œwiadomoœæ moraln¹.
W tym sensie mo¿na powiedzieæ, ¿e jest g³êboko zanurzona
w tradycjê chrzeœcijañsk¹.

Pierwszym zespo³em omawianych zagadnieñ wi¹¿¹cym siê
z szeroko pojêta ekologi¹, bêd¹ca nauk¹ o œrodowisku naturalnym
cz³owieka. Jak mo¿na siê szybko zorientowaæ, podobnie jak ca³a
bioetyka, dziedzina ta wymaga uporz¹dkowania. Ksi¹dz profesor
Œlipko zwraca uwagê na dwie orientacje filozoficzno-etyczne
okreœlaj¹ce nasz stosunek do przyrody. Pierwsza zwi¹zana jest
z biblijn¹ zachêt¹ „czyñcie sobie ziemiê poddan¹” prowadz¹ca do
dominacji nad przyrod¹, druga zaœ wywodz¹ca siê, jak to nazywa
nasz autor, z „kultu ¿ycia” do swoistego partnerstwa w relacjach
z przyrod¹. Zarówno w jednej, jak i drugiej wizji kryje siê wiele
niebezpieczeñstw. Ekologia, jak¹ proponuje ksi¹dz profesor Œlipko
jest nauk¹ mocno osadzon¹ w solidnych podstawach jakie daje
antropologia filozoficzna. By bowiem dobrze zrozumieæ odniesienia
cz³owieka do jego naturalnego œrodowiska, trzeba wiedzieæ, kim jest
cz³owiek. A to przecie¿ w naszej kulturze jest coraz mniej jasne
/

Drugi wa¿ny zespó³ zagadnieñ moralnych podjêtych przez ks.
prof. Œlipkê w „Bioetyce” stanowi szeroko pojêta in¿ynieria
genetyczna. Krakowski profesor, ze swoj¹ rzeteln¹ metodyk¹
porz¹dkuje zagadnienia, definiuje podstawowe pojêcia
i charakteryzuje pogl¹dy obecne w aktualnych dyskusjach i w koñcu
formu³uje swoje stanowisko oparte na antropologicznych
i aksjologicznych podstawach filozoficznych.

Ks. Œlipko dok³adnie omawia wszystkie kwestie moralne
dotycz¹ce pocz¹tków ludzkiego ¿ycia (embriologia, manipulacje
genetyczne, zap³odnienie pozaustrojowe, „macierzyñstwo
zastêpcze, problem „produkcji” i zamra¿ania embrionów ludzkich,
diagnostyka prenatalna i aborcja), odnosz¹c je do podstawowej
prawdy o cz³owieku w jego pe³nym osobowym wymiarze. Choæ, jak
to ju¿ zaznaczyliœmy, ksi¹dz profesor Œlipko reprezentuje w swych
pogl¹dach etykê katolick¹, w ujêciach prezentowanych problemów
nie ma nic z ciasnego dogmatyzmu, ale uczciwy dialog ze
wszystkimi obecnymi dziœ stanowiskami w filozofii cz³owieka
le¿¹cej u podstaw rozwa¿anych problemów bioetycznych. Widaæ to
wyraŸnie przy okazji omawiania szczegó³owych zagadnieñ. Wbrew
powszechnym opiniom o zastrze¿eniach moralnych przedstawicieli
etyki katolickiej dotycz¹cych badañ prenatalnych ks. Œlipko
wyjaœnia, ¿e wtedy, gdy badania te otwieraj¹ perspektywê nowych
dot¹d niedostêpnych mo¿liwoœci terapeutycznych, zas³uguj¹ one na
uznanie. Gdy s¹ tylko elementem dzia³añ zmierzaj¹cym do
wyeliminowanioa nienarodzonego cz³owieka z takich czy innych
wzglêdów staj¹ siê one elementem zespo³u niegodziwych dzia³añ
nie respektuj¹cych nale¿nego prawa cz³owieka do nienaruszalnoœci
jego ¿ycia.

Wœród licznych zagadnieñ poruszonych w omawianym
obszernym compendium bioetycznym na szczególn¹ uwagê
zas³uguj¹ rozwa¿ania dotycz¹ce eksperymentów medycznych,
transplantologii, dzia³añ terapeutycznych przynosz¹cych w skutkach
okaleczenie, czy te¿ dzia³añ, których celem jest pozbawienie ¿ycia
cz³owieka, w celu uwolnienia go od cierpienia. Ksi¹dz profesor
Œlipko jednoznacznie sprzeciwia siê wszelkim formom eutanazji
biernej i czynnej. Nie akceptuje te¿ zasady walki o ¿ycie cz³owieka za
wszelk¹ cenê, wtedy, gdy cz³owiek stoj¹cy w obliczu nieuchronnej
œmierci jest na etapie agonii.

Dla g³êbszego zrozumienia pojêcia tak zwanej „godnej œmierci”
ks. Œlipko proponuje wyjœcie poza jêzyk czysto medyczny który

pozwala spojrzeæ na agoniê nie jak na stan chorobowy, ale etap
w ¿yciu osobowym cz³owieka. Zwraca uwagê, ¿e nale¿y go uj¹æ
w innym, ni¿ medyczny kontekœcie.

- czytamy
w omawianej ksi¹¿ce.
Nie jesteœmy w stanie omówiæ wszystkich zagadnieñ, jakie zosta³y
podjête w omawianej ksi¹¿ce. Szkoda, ze zabrak³o tam
wyodrêbnienia zagadnieñ dotycz¹cych rozwijaj¹cej siê wraz
z innymi dziedzinami medycyny diagnostyki laboratoryjnej.
Ksi¹¿ka powsta³a na bazie wieloletnich badañ siêgaj¹cych lat
osiemdziesi¹tych ubieg³ego stulecia, kiedy nie by³o jeszcze
w naszym kraju œwiadomoœci odrêbnoœci diagnostyki. Jeœli jednak
przypomnimy sobie zdanie wielkiego autorytetu w œwiecie
medycznym z prze³omu XIX i XX wieku W³adys³awie Biegañskim,
który by³ wrogiem tworzenia jakichkolwiek etyk szczegó³owych,
uznaj¹c, ¿e podstawowe, ogólne normy moralne s¹ wystarczaj¹c¹
baz¹ dla formu³owania ocen w zagadnieniach szczegó³owych,
mo¿emy z ca³a pewnoœci¹ stwierdziæ, ¿e jest to ksi¹¿ka równie¿ dla
diagnostów. Wyznacza bowiem jasn¹ metodê badañ opartych na
personalistycznej antropologii filozoficznej, na której budowa³y siê
zrêby naszej europejskiej cywilizacji.

Znakomity filozof szwajcarski prof. Marie Dominique Philippe
mówi, ¿e temat cz³owieka jest „niechodliwy” w naszej kulturze. Tym
co „chodliwe” zajmuj¹ siê jednak sofiœci, a nie filozofowie. Por.
„Trzy m¹droœci” z M. D. Philippe rozmawia Fédéric Lenoir, przek³ad
Agnieszka Kuryœ, Wydawnictwo Karmelitów Bosych, Kraków 2008,
s. 26/.

Por. „Trzy m¹droœci” z M. D.
Philippe rozmawia Fédéric Lenoir, przek³ad Agnieszka Kuryœ,
Wydawnictwo Karmelitów Bosych, Kraków 2008, s 435/

„Je¿eli okreœlenie „godnej
œmierci” ma sens, to w³aœnie w tym kontekœcie, gdy gaœnie nadzieja
uleczenia cz³owieka, nale¿y mu stworzyæ warunki mo¿liwie
odpowiedniego zejœcia z tego œwiata”/

Informujemy wszystkich ,¿e wyniki badañ laboratoryjnych s¹ autoryzowane
przez Diagnostê Laboratoryjnego poprzez podpisanie wyniku i
przystawienie piecz¹tki (wed³ug jednolitego wzoru, ustanowionego uchwa³¹
Nr 82 / II / 2009 z 4 listopada 2009 roku).
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KOMUNIKAT RZECZNIKA DYSCYPLINARNEGO KIDL
Rzecznik Dyscyplinarny KIDL nie odpowiada na telefony

i anonimowe pisma .

Do tych wszystkich Kole¿anek i Kolegów, którzy wykonuj¹ czynnoœci
diagnostyki laboratoryjnej i dot¹d nie dysponuj¹ dokumentem „PWZDL”.
Postêpowanie takie jest naruszeniem zasad etyki zawodowej oraz jest
niezgodne z obowi¹zuj¹cym prawem [ Rozdzia³ 8 pt:
„Odpowiedzialnoœæ karna”, art. 71 ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o
diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity.: Dz. U. 04. 144. 1529 z póŸn.
Zm.)].

Prosimy uprzejmie, tych wszystkich PT Diagnostów Laboratoryjnych,
którzy ostatnio:

Aby w trybie pilnym przes³ali do biura KIDL kserokopiê (potwierdzon¹ za
zgodnoœæ odpisu z orygina³em), w/w dokumentów, zgodnie z art. 8 ust. 3
ustawy z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej (tekst jednolity:
Dz. U. 2004.144.1529 z poŸn. Zm.).

Uprzejmie informujê, ¿e zainteresowane osoby i strony kieruj¹ce do
Rzecznika Dyscyplinarnego KIDL (ul. Konopacka 4, 03-428 W-wa) skargi
i pisma powinny przesy³aæ je pisemnie (!!!) z podaniem adresu do
korespondencji, zaœ w przypadku PT Diagnostów Laboratoryjnych, oprócz
adresu, nale¿y podaæ numer wpisu na listê diagnostów lab. DANE TE
POZOSTAJ¥ WY£¥CZNIE W DYSPOZYCJI I DO INFORMACJI
RZECZNIKADYSCYPLINARNEGO KIDL

vide:

Czes³aw G³owniak
Sekretarz KRDL

- uzyskali specjalizacjê,
- zmienili adres zamieszkania,
- zmienili dowód osobisty,
- zmienili zak³ad pracy,
- zmienili nazwisko,

Czes³aw G³owniak
Sekretarz KRDL

Czes³aw G³owniak
Sekretarz KRDL

Ewa Tuszewska
Rzecznik Dyscyplinarny KIDL
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