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Szanowni Panstwo,

O ddajemy w Panstwa rece pierwszy numer naszego nowego czasopisma Around the Sample, ktére skierowane jest do
diagnostow, lekarzy oraz pragnacych poglebiaé swojg wiedze studentéw kierunkéw medycznych.

Jako firma o zasiegu ogolnoswiatowym, majgca dlugoletnig tradycje, proponujemy naukowe podejscie do prowadzonej
przez nas dzialalnosci produkcyjnej i handlowej. W Polsce, nasza dzialalnos¢ skupiamy na medycznej diagnostyce
laboratoryjnej, w szczegélnosci na hematologii, biochemii oraz elektroforezie. Prezny Dzial Badawczo-Rozwojowy
firmy HORIBA nieustannie pracuje nad udoskonaleniem zaréwno metod badawczych, jak i waloréw konstrukcyjnych
zautomatyzowanych analizatoréw diagnostycznych. Efektem tych dziatan jest wprowadzenie na rynek nowych, bardzo

nowoczesnych aparatéw diagnostycznych i wysokiej jakosci odczynnikéw.

Obecne wydanie czasopisma poswiecone jest tematyce hematologicznej oraz biochemicznej z wyraznym zaakcentowaniem
roli hemoglobiny glikowanej, ktéra w dobie wcigz wzrastajacej liczby pacjentéw diabetologicznych nabiera szczegélnej

roli w monitorowaniu cukrzycy.

W kaciku ,Warto wiedzie¢” zawarlismy edukacyjnie warto$ciowe materialy, ktore beda przydatne dla przypomnienia

o istotnych dla diagnostyki In vitro tematach.

Zycze Panistwu milej i ciekawej lektury.
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Hematology Line

Wrodzona neutropenia - nowoczesna
diagnostyka i leczenie

SEVERE CONGENITAL NEUTROPENIA - A MODERN DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC
APPROACH

Aleksandra Jasinska, Wojciech Mlynarski

Streszczenie

Wrodzone neutropenie stanowia heterogenng grupe pierwotnych niedoboréw

odpornosci, ktdrych wspolna cecha jest staly spadek liczby krazacych granu- Adres kontaktowy:

lohcyt(’)W obothnochlor.mych .<500/p.l. .Rozp021,1a,wane, s3 zazwy.czaj. w okresie Klinika Pediatrii, Onkologii, Hematologii
niemowlecym w oparciu o objawy kliniczne, wéréd ktérych dominujg nawraca-

jace stany goraczkowe i infekcje, w szczeg6lnosci skérne i §luzéwkowe, a takze i Diabetologii

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
ul. Sporna 36/50

91-738 L.6dz

tel. 42 617-77-50

ciezkie zapalenia pluc i zakazenia tkanki podskdrnej. Neutropenia moze by¢
elementem zespoléw genetycznych lub stanowi¢ izolowany objaw, jak w cigzkiej
wrodzonej neutropenii (SCN). Charakterystyczng cechg SCN jest zahamowanie
rozwoju linii granulocytarnej w szpiku kostnym na etapie promielocyta/mielo-
cyta. Obecnie réwniez w Polsce dostepne sa badania genetyczne umozliwiajace
u wiekszosci pacjentéw rozpoznanie podloza molekularnego choroby i ustale-

nie rokowania, a takze wdrozenie odpowiedniego leczenia.

Stowa kluczowe:
wrodzona neutropenia, diagnostyka, badania genetyczne

Summary

Congenital neutropenia is a heterogeneous group of primary immune deficiencies, with a common feature of permanent decrease in absolute neutrophil
count <500/pl. They are usually diagnosed in infancy due to characteristic clinical symptoms, mainly recurrent fevers and infections, including mucosal
ulcerations, skin abscesses, severe pneumonia and cellulitis. Neutropenia may be a component of several genetic syndromes or appear as an isolated
symptom, as in severe congenital neutropenia (SCN). Maturation arrest at promyelocyte/myelocyte stage is a typical finding in bone marrow smears of
SCN patients. Genetic testing is currently available also in Poland, enabling in most cases identification of molecular background of the disease, establi-

shing prognosis, as well as choice of proper treatment.

Keywords:
congenital neutropenia, diagnostics, genetic testing

rodzone neutropenie stanowig heterogenng

grupe pierwotnych niedoboréw odporno-

$ci, ktorych wspolng cechg jest staly, znaczny
spadek liczby krazgcych granulocytéw obojetnochionnych
(<500/ul). Wedtug danych pochodzacych z Miedzynarodo-
wego Rejestru Cigzkiej Przewleklej Neutropenii, czestosé
wystepowania wrodzonej neutropenii waha si¢ od 1 do 6
przypadkow na milion mieszkancow [1]. Podejrzenie wro-
dzonej neutropenii stawiane jest zazwyczaj w okresie nie-
mowlecym w oparciu o objawy kliniczne, wsrod ktérych
dominuja nawracajace stany goraczkowe i infekcje; niejed-
nokrotnie jednak choroba rozpoznawana jest w pozniej-
szym okresie zycia. Ze wzgledu na kluczowa role neutrofi-
16w w ochronie blony $luzowej, wérdd objawdw przewazaja

zapalenia przyzebia i owrzodzenia $§luzéwki jamy ustnej
oraz okolic odbytu, czestym problemem sa takze ciezkie
zapalenia pluc, ropnie i zakazenia tkanki podskérnej. Naj-
czesciej dochodzi do infekcji florg endogenng pacjenta. Nie
obserwuje si¢ zwiekszonej podatnoséci na zakazenia wiru-
sowe, pasozytnicze ani grzybicze, a zwigkszona czgstos¢
grzybic zwigzana jest przede wszystkim z prowadzong
u tych pacjentéw antybiotykoterapia.

Stawiajac podejrzenie wrodzonej neutropenii, nalezy w mia-
re mozliwosci wykluczy¢ stany zwigzane z nabyta neutro-
penia. Najczestsza przyczyng izolowanej granulocytopenii
u noworodkéw i niemowlat jest allo- lub autoimmunizacja,
ktora zazwyczaj jest zjawiskiem samoograniczajacym sie
i nie wymaga leczenia. Rozpoznanie moze potwierdzié
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udokumentowanie obecnos$ci przeciwcial przeciwneutrofi-
lowych. Warto jednak podkresli¢, ze nie jest to badanie roz-
strzygajace; ujemny wynik badania w kierunku przeciwcial
nie wyklucza immunizacji, a przeciwciala wykrywane bywa-
ja takze u pacjentdw z potwierdzong molekularnie wrodzong

genetycznie uwarunkowang neutropenia [2].

CIEZKA WRODZONA NEUTROPENIA I JE] PODLOZE
MOLEKULARNE

W 1950 roku szwedzki lekarz Rolf Kostmann opisat rodzi-
ne cierpigcg na dziedziczacg si¢ autosomalnie recesywnie
chorobe przebiegajaca z cigzka neutropenia i pojawiajacymi
sie od wczesnego dziecinstwa nawrotowymi ciezkimi in-
fekcjami bakteryjnymi. Dzisiaj wiemy, ze ciezka wrodzona
neutropenia (SCN, severe congenital neutropenia) to hete-
rogenna grupa choréb o wspolnym fenotypie klinicznym
i hematologicznym charakteryzujacym si¢ zahamowaniem
rozwoju prekursoréw neutrofiléw w szpiku na etapie pro-
mielocyta/mielocyta, z liczbg krazacych neutrofiléw <500/ul
i licznymi infekcjami. Oprdcz pierwotnie opisanej jednostki
dziedziczonej autosomalnie recesywnie - tradycyjnie zwanej
zespofem Kostmanna — znane sg dzi§ formy dziedziczone
autosomalnie dominujgco, sprze¢zone z chromosomem X
oraz sporadyczne. Aktualna nomenklatura zgodnie z kolej-
noscig identyfikacji poszczegdlnych gendéw wyroéznia:

o SCNI - uktérej podltoza lezg mutacje genu ELANE
Mutacje w genie ELANE (dawniej ELA2), kodujacym ela-
staze neutrofilows, odpowiadaja za okolo 50-60% przypad-
kéw SCN [3][4]. Opisano do tej pory ponad 190 réznych
mutacji genu ELANE [5], przy czym wykazano, Ze obecno$¢
niektérych mutacji genu ELANE jest zwigzana z ci¢zszym
przebiegiem klinicznym neutropenii i wigkszym ryzykiem
powiklan. U niektérych pacjentéw mutacje genu ELANE
dajg natomiast fenotyp w postaci cyklicznej neutropenii.

o SCN2 - opisane dotad u pojedynczych pacjentow

mutacje genu czynnika transkrypcyjnego GFI1

o  SCN3 - homozygotyczne mutacje HAX1
Po 57 latach od pierwszego opisu rodziny obcigzonej wro-
dzong neutropenia wykazano, ze u podloza autosomalnie
recesywnie dziedziczonej SCN lezy mutacja genu HAXI -
ulegajacego powszechnej ekspresji biatka mitochondrialne-
go o dzialaniu antyapoptotycznym zblizonym do bcl-2 [6].
U znacznej czedci pacjentow z mutacja HAX1 neutropenii
towarzysza zaburzenia neurologiczne, od tagodnego opdz-
nienia psychoruchowego do ci¢zkiej padaczki.

o SCN4 - za jego wystapienie odpowiedzialny jest

gen kodujacy podjednostke katalityczng 3 gluko-
zo-6-fosfatazy, G6PC3
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Do chwili obecnej na $wiecie opisano okoto 60 pacjentéw

z SCN4. Z neutropenig zazwyczaj wspolistnieja wrodzone

wady serca oraz ukladu moczowego, a takze charaktery-

styczny wyrazny rysunek zyt powierzchownych [7].

o SCNS5 - opisana u pojedynczych rodzin neutropenia
przebiegajaca z widknieniem szpiku kostnego, wywo-
tana mutacjg genu VPS45 [8]

o XLN - neutropenie¢ dziedziczong w sposéb sprzezony
z chromosomem X, wynikajaca z mutacji genu WAS
(9]

Ponadto u pojedynczych pacjentéw opisano wrodzong

neutropeni¢ wynikajaca z mutacji somatycznej genu recep-

tora dla G-CSF - CSF3R [10].

Oprocz izolowanej ciezkiej wrodzonej neutropenii wy-

réznia si¢ liczne zespoly, w sklad ktérych moze wchodzi¢

neutropenia o r6znym nasileniu. Te jednostki nozologiczne
dzieli sie zazwyczaj na grupe zespoldow taczacych neutro-
penie z hipopigmentacjg oraz grupe wrodzonych zespoléow

z neutropenia bez hipopigmentacji (Tabela 1).

W ostatnich latach badania molekularne znacznie posze-

rzyly naszg wiedze na temat patomechanizméw poszcze-

golnych form SCN, nadal jednak w okofo 20% przypadkow

nie znamy tfa genetycznego choroby [11].

DIAGNOSTYKA WRODZONE] NEUTROPENII
Podstawowym krokiem w diagnostyce pacjentéw z prze-
wleklg izolowang neutropenig jest starannie przeprowa-
dzone badanie podmiotowe i przedmiotowe, dostarczajace
informacji na temat liczby i rodzajoéw przebytych infekcji,
w szczegolnosci typowych dla granulocytopenii objawéw
zapalenia jamy ustnej, ucha, czy zatok, zmian skérnych
i Sluzéwkowych, w tym okoloodbytniczych, cech cigzko
przebiegajacych, wymagajacych hospitalizacji zapalen ptuc
lub epizod6éw posocznicy. Ocenie podlega takze dotychcza-
sowy przebieg procesu wzrastania oraz przybor masy ciala,
a takze obecnos$¢ dodatkowych objawow charakterystycz-
nych dla zespoléw genetycznych przebiegajacych z neutro-
penia (Tabela 1). W wywiadzie rodzinnym nalezy zwrdci¢
uwage nie tylko na wystepowanie neutropenii, ale takze na
niewyjasnione zgony niemowlat oraz wystepujace w dzie-
cinstwie choroby mieloproliferacyjne.

W celu wykluczenia wtérnych przyczyn neutropenii wska-
zane jest wykonanie podstawowych badan biochemicznych
w kierunku funkcji watroby i nerek, niedoboréw pokarmo-
wych i niedoboréw immunologicznych, a w razie wskazan
klinicznych poszerzenie diagnostyki o specjalistyczne ba-
dania w kierunku choréb metabolicznych i autoimmuno-

logicznych.



Biopsja aspiracyjna szpiku kostnego jest bardzo cennym
badaniem, umozliwiajacym identyfikacje zaburzen mielo-
poezy u pacjentéw z neutropenia. Dla cig¢zkiej wrodzonej
neutropenii typowe jest zahamowanie rozwoju linii gra-
nulocytarnej na etapie promielocyta/mielocyta, z niewiel-
kim udzialem bardziej dojrzatych form, z kolei w zespole
WHIM charakterystyczng cechg jest obecno$¢ bardzo licz-
nych, hipersegmentowanych granulocytéw.

Zgodnie z zaleceniami panelu ekspertow AIEOP (Asso-
ciazione Italiana Emato-Oncologia Pediatrica) u pacjen-
tow z cigzkimi infekcjami lub typowymi objawami mozna
rozwazy¢ szybkie wykonanie biopsji szpiku kostnego, aby
rozpocza¢ leczenie G-CSE W przypadkach bez cigzkich in-
fekcji w wywiadzie nalezy przez okolo 6 miesiecy kontro-
lowaé morfologi¢ krwi obwodowej, wykona¢ i ewentualnie
powtorzy¢ badanie w kierunku przeciwcial antyneutrofi-
lowych, dopiero w nastepnej kolejnosci rozwazy¢ biopsje
szpiku kostnego i badanie genetyczne [12].

W przypadku podejrzenia cyklicznej hematopoezy, ze
wzgledu na wysokie prawdopodobienstwo obecnosci mu-
tacji genu ELANE, mozliwe jest bezposrednie skierowanie
pacjenta na badanie genetyczne, z pomini¢ciem posrednich
krokéw. W razie ujemnego wyniku nalezy jednak udoku-
mentowac cykliczng neutropeni¢ za pomocg badania mor-
fologii krwi obwodowej, powtarzanej 3 x w tygodniu przez
co najmniej 6 tygodni. Przed wlaczeniem G-CSF wskazane
jest wykonanie biopsji szpiku kostnego [12].

Proponowany algorytm diagnostyki réznicowej neutrope-
nii przedstawia Rycina 1.

Kierujac pacjenta na badanie genetyczne, nalezy zwrdci¢
szczegdlna uwage na cechy kliniczne towarzyszace neutro-
penii, ktére moga umozliwi¢ zrdznicowanie poszczeg6l-
nych podtypéw genetycznych (Tab. 1). Warto jednak pa-
mietac, ze cechy te s3 w wigkszo$ci niespecyficzne i moga
pojawiaé sie w roznym nasileniu; niektére zas moga roz-
wija¢ si¢ w pdzniejszym okresie zycia. W Polsce badania
genetyczne w kierunku wrodzonej neutropenii mozna wy-
kona¢ w Pracowni Immunopatologii i Genetyki Kliniki Pe-
diatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi.

MOZLIWOSCI TERAPEUTYCZNE I POWIKEANIA

Przed erg rekombinowanych czynnikéw wzrostu mniej
wigcej polowa dzieci umierala w pierwszym roku zycia
z powodu uogélnionych infekcji bakteryjnych. Smiertel-
no$¢ w kolejnych latach zycia siggala 6-7% rocznie [13].
Rokowanie uleglo diametralnej zmianie po wprowadze-

niu do leczenia rekombinowanego czynnika wzrostu gra-
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nulocytéw (G-CSF). Przy codziennym podawaniu G-CSF
w dawkach farmakologicznych u 90 do 95% pacjentéw
z wrodzong neutropenia obserwuje si¢ wzrost liczby granu-
locytow >1000/pl i zwigzany z tym spadek zachorowalnosci
oraz liczby hospitalizacji. Wigkszo$¢ pacjentow odpowiada
na dawki od 3 do 10ug/kg/dobe. Leczenie zazwyczaj roz-
poczyna sie od 5ug/kg/dobe. W przypadku braku adekwat-
nej reakcji dawka moze by¢ zwiekszana maksymalnie do
120 pg/kg/dobe; pacjenci nie odpowiadajacy na dawke
120 pg/kg uznawani sg za opornych na G-CSF [13].

Wraz ze zwigkszeniem przezywalnosci pacjentéw z neutro-
penia na pierwszy plan wysunely sie nieinfekcyjne powi-
kiania, przede wszystkim ryzyko rozwoju zespotéw mielo-
dysplastycznych (MDS) i ostrej biataczki szpikowej (AML).
Dwie podgrupy pacjentdéw szczeg6lnie narazone na rozwdj
MDS/AML to pacjenci z mutacjami gendw ELANE i HAX1
[14]. Niedawno pojawily si¢ takze doniesienia o transfor-
macji nowotworowej u pacjentéw z mutacjami genéw WAS
i GFI1 [9][15]. Dokladne mechanizmy molekularne prowa-
dzace do transformacji nowotworowej nie sg znane. Naj-
czestsze aberracje genetyczne znajdowane w AML na pod-
fozu SCN to anomalie chromosomu 7 (monosomia 7, 7q-)
i trisomia 21. Oprocz nabytych mutacji genu receptora dla
G-CSF (CSF3R), w SCN/AML znaleziono takze mutacje
genu RUNXI; wykrycie u pacjenta obu tych mutacji moze
wskazywac na wysokie ryzyko transformacji [16]. W AML
na podtozu wrodzonej neutropenii nie sg natomiast wykry-
wane mutacje typowe dla de novo AML, takie jak mutacje
genow kinaz tyrozynowych FLT3, KIT i JAK2, czy mutacje
genéw NPM1, CEBPA i TP53 [17].

Otwarta pozostaje kwestia wptywu leczenia na ryzyko roz-
woju MDS/AML. Wysoka czgstos¢ powiktan mieloprolife-
racyjnych w grupie pacjentéw z SCN, szczegélnie w obliczu
mutacji genu CSF3R, budzi podejrzenia wptywu leczenia
G-CSF na promocje klonéw nowotworowych. Ryzyko
transformacji biataczkowej rosnie wraz z dawka G-CSF
niezb¢dng do wywolania odpowiedzi w postaci wzrostu
liczby neutrofiléow >1,5 x 10°/. Wéréd pacjentow, ktorzy
wymagali dawki wigkszej niz 8 ug/kg na dobe skumulowa-
ne ryzyko rozwoju AML wyniosto 40% po 10 latach, wobec
11% ryzyka u pacjentdéw, u ktérych wystarczala standar-
dowa dawka [18][19]. Wigksze ryzyko powiklan w gru-
pie otrzymujacej wysokie dawki G-CSF niekoniecznie
$wiadczy o negatywnym wplywie leczenia - moze jedynie
odzwierciedla¢ stopien ciezkosci choroby [14]. W $wietle
najnowszych danych, czestos¢ wystepowania MDS/AML
na podlozu SCN jest poréwnywalna z czgstoscig tran-

sformacji nowotworowej w innych wrodzonych zespotach
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przebiegajacych z uposledzeniem funkcji szpiku, jak ane-
mia Fanconiego czy dyskratosis congenita. Zakonczone nie-
dawno badanie przeprowadzone na 374 pacjentach z SCN
wykazalo ryzyko rozwoju MDS/AML na poziomie 2,3%
rocznie po 10 latach, a skumulowane ryzyko AML/MDS
po 15 latach leczenia G-CSF wyniosto 22% i osiagneto pla-
teau podobne do tego obserwowanego w anemii Fanconie-
go. Warto takze pamieta¢, ze kumulacyjne ryzyko zgonu
z powodu posocznicy po 15 latach leczenia G-CSF wynosi
10% i jest znaczaco wyzsze u pacjentow wymagajacych wy-
sokich dawek G-CSF [18].

Mutacji genu CSF3R nie obserwowano dotad u pacjentéow
z cykliczng ani idiopatyczng neutropeniag otrzymujgcych
G-CSF i opisano tylko jeden przypadek rozwoju MDS u pa-
cjenta z cykliczng neutropenia. Niemniej jednak, dopoki
negatywny wpltyw G-CSF nie zostanie wykluczony w wielo-
letniej obserwacji duzej populacji pacjentéw z SCN, zaleca
sie ostroznos$¢ we wlaczaniu czynnika wzrostu i stosowanie
go w minimalnych skutecznych dawkach [13].

Poniewaz rokowanie u wiekszosci pacjentéw rozwijajacych
MDS/AML na podlozu SCN jest zle, istotne jest wykry-
cie transformacji w najwczesniejszym mozliwym stadium
[20]. Niektorzy autorzy zalecaja wiec regularne monitoro-
wanie szpiku na obecnos$¢ mutacji CSF3R [21], a by¢ moze
takze RUNXI [16], nie wszyscy jednak pacjenci z wykry-
wang mutacja rozwijaja AML/MDS a czas, ktéry uptywa od
momentu nabycia mutacji do transformacji nowotworowej
jest nieprzewidywalny. W obliczu tego, decyzja o prze-
szczepieniu szpiku u pacjentéw dobrze odpowiadajgcych

na leczenie G-CSF bez innych cech progresji nowotworo-
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PERSPEKTYWY NA PRZYSZEOSC
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Jednostka chorobowa ﬁ:ll:;ltl;,zc ezr::: dzizg;ii(;le)nia Dodatkowe objawy
SCN1 ELANE AD
SCN2 GFI1 AD monocytoza, limfopenia,
SCN3 HAX1 AR +/- objawy neurologiczne
wady ukladu sercowo-naczyniowego, moczowo-plciowe-
SCN4 G6PC3 AR go, niskorosto$¢, widoczne zyly powierzchowne
SCN5 VPS§45 AR Mielofibroza
XLN WAS XL Monocytopenia
Zespoly bez hipopigmentacji:
WHIM CXCR4 AD myelokathexis, niedobdr IgG, brodawki
Hiper-IgM CD40L XL niedobdr IgA, IgG, IgE
Glikogenoza t.1b G6PT AR hipoglikemia, kwasica mleczanowa
niewydolnos$¢ wewnatrzwydzielnicza trzustki, niskoro-
Zespol Schwachmana-Diamonda SBDS AR stos¢, wady szkieletu, niedokrwistos¢, trombocytopenia
miopatia, kardiomiopatia rozstrzeniowa, niskorosto$c¢,
Zespol Bartha Tazl XL enzymopatia mitochondrialna
Ciezki zlozony niedobér odpornosci, niedostuch odbior-
Reticular dysgenesis AK2 AR czy
Zespoly z hipopigmentacja:
Zespol Griscelli t.2 RAB27a AR Czesciowy albinizm, niedobdr IgG, hemofagocytoza
Zespot Chediaka-Higashiego CHS AR Albinizm, zaburzenia chemotaksji limfocytow T/NK
Czesciowy albinizm, niskorosto$¢, niedobér IgG, skton-
Zespol Hermanskiego-Pudlacka AP3B1 AR no$¢ do krwawien
Niedobor p14 pl4 AR Czeséciowy albinizm, niskorosto$¢, niedobdr IgG

SCN - cigzka wrodzona neutropenia; XLN - neutropenia sprz¢zona z chromosomem X; AD - autosomalny dominujgcy; AR - autoso-
malny recesywny; XL - sprzezony z chromosomem X
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CIEZKA PRZEWLEKLA NEUTROPENIA Goraczka/
ANC < 0,5 x 10%/pl (<1 x 10%/pl przy ciezkich infekcjach) plesniawki Podeirzenie cvklicznei
w co najmniej 3 badaniach w ciggu min. 6 miesiecy cyklicznie Jneutrop()e/nii )

\

(po wykluczeniu wtdrnej neutropenii — leki, wirusy)

TAK Inne towarzyszace objawy (Tab. 1)
Rodzice spokrewnieni

Inne przypadki w rodzinie

“

PRZECIWCIALA

PRZECIWNEUTROFILOWE

ujemne, w miare l

dodatnie

NEUTROPENIA
AUTOIMMUNOLOGICZNA

mozliwosci 3 x

BIOPSJA SZPIKU KOSTNEGO
Przed wilaczeniem G-CSF

zahamowanie, na etapie

promielocyta
TAK NIE \ PRZEWLEKLA NEUTROPENIA
IDIOPATYCZNA
— BADANIE GENETYCZNE -
negatywne .
/ Mutacja genu ELANE
INNA PRZEWLEKEA LUB dodatnie CYKLICZNA
WRODZONA NEUTROPENIA NEUTROPENIA
WRODZONA
NEUTROPENIA

0 znanym podtozu

Ryc. 1. Proponowany algorytm diagnostyczny wrodzonej neutropenii
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Poczatkowe etapy diagnostyki izolowanej
leukopenii

FIRST DIAGNOSTIC STEPS OF ISOLATED LUKOPENIA

Kazimierz Sulek, Anna Torska

Streszczenie

Pierwszym etapem diagnostyki leukopenii jest ustalenie wplywu na nig linii
komorkowej, drugim - czasu trwania oraz nasilenia cytopenii i proba okreslenia
jej patogenezy, co ma znaczenie dla rokowania i postgpowania medycznego.
W przypadku obu cytopenii (granulocytopenii lub limfocytopenii) mechanizm
obejmuje zaburzenia wytwarzania krwinek, przyspieszone
niewladciwe rozmieszczenie na obwodzie lub uposledzone uwalnianie ze
szpiku. W diagnostyce granulocytopenii moga by¢ bardzo pomocne: test
hydrokortyzonowy i wysitkowy. Diagnostyka limfocytopenii jest znacznie
trudniejsza i powinna sprowadza¢ si¢ do ustalenia, ktéra subpopulacja
limfocytéw jest za nig odpowiedzialna oraz czym moze skutkowa¢ w odniesieniu

Adres kontaktowy:

Klinika Hematologii Wojskowego Instytutu
niszczenie, Medycznego

ul. Szaserow 128
04-141 Warszawa

tel./fax 22 610-83-90

do stanu odpornosci.

Stowa kluczowe:
Granulocytopenia — Limfocytopenia — Patogeneza —~Diagnostyka

Summary

First diagnostic step of leukopenia is analysis of the lineage responsible for decrease of total WBC, next step is history of the abnormality and
determination of pathogenesis. In both cytopenias (granulocytopenia and lymphocytopenia) mechanism comprises impairment of production,
accelerated peripheral consumption, improper peripheral distribution or insufficient release from bone marrow. For diagnostic purposes in case
of granulocytopenia hydrocortisone test and exercise test can be very useful. Diagnostics of lymphocytopenia is much more difficult and should
aim at establishing which subpopulation of lymphocytes is responsible and what are the clinical consequences of a decrease in the number of

these cells.

Keywords:
Granulocytopenia - Lymphocytopenia — Pathogenesis — Diagnosis

rawidlowa liczba krwinek bialych miesci si¢ w gra-

nicach 4 - 10 G/]; z krzywej Gausa wynika jednak, ze

5% populacji nie miesci sie¢ w tym zakresie i ma war-
toéci wyzsze lub nizsze. Dlatego wynik ponizej 4,0 G/1 nie
zawsze nalezy uwaza¢ za nieprawidlowy. Moze on by¢ po
prostu przykltadem osoby zdrowej, ktorej wynik nie miesci
sie wérod pozostatych 95% cztonkéw populacji. W kazdym
przypadku ,,nieprawidtowej” liczby leukocytéw nalezy oce-
ni¢ rozmaz krwi metodg mikroskopowa w celu wykrycia
potencjalnych przyczyn tego odchylenia.
Ponizszy tekst dotyczy przede wszystkim izolowanej leu-
kopenii (czyli bez niedokrwistosci i/lub maloptytkowosci),
wykrytej przypadkowo w trakcie wykonanego rutynowego
badania morfologicznego krwi.
Kolejne etapy tego postepowania w przypadku leukopenii
$3 nastepujace:

1. Ustalenie, ktora linia komérkowa jest przyczyna leuko-
penii: granulocyty czy limfocyty; za istotna klinicznie
granulocytopenig przyjmuje sie warto$¢ <1,5 G/, nato-
miast dla limfocytow ta granica wynosi <1,0 G/1.

2. Pordéwnanie z poprzednimi wynikami, o ile s dostepne.

Jesli wskazuja one na dlugotrwalos¢ granulocytopenii
albo oscylacje wartosci od mieszczacych si¢ w poblizu
dolnej granicy normy (podawanej zwykle przez pod-
reczniki jako wyzsze niz 2,0 G/1 ) do 1,5 G/1, nie ma po-
trzeby weryfikacji i nalezy przej$¢ do pkt. 4 niniejszego

algorytmu.

3. Jesli pacjent nie dysponuje zadnymi wczes$niejszymi

wynikami i obecny wynik jest dla niego zaskoczeniem,
poniewaz nie ma zadnych objawéw ani nie podlegal
dzialaniu czynnikéw toksycznych, to proponuje si¢ wy-

konanie kilku kolejnych badan morfologii krwi w odste-
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LIMFOCYTY

Norma Neutropenia Agranulocytoza Limfocytopenia Neutropenia

Ryc. 1. Postacie leukopenii

pach 2-3 tygodniowych i nastepnie poddanie wynikéw
krytycznej interpretacji.

4. Rozwazenie mozliwej patogenezy, w tym:

— zaburzenie wytwarzania granulocytéw,

— niewtlasciwe ich rozmieszczenie we krwi,

— przyspieszone niszczenie lub zuzywanie si¢ granulo-
cytow we krwi,

— uposledzone uwalnianie granulocytéw ze szpi-
ku.

5. Wstepne okreslenie patogenezy granulocytopenii po-
przez ocen¢ pozostalych linii komérkowych (izolowa-
na, dwu- albo trdjliniowa cytopenia) w wyniku badania
morfologicznego krwi oraz szczegélowy wywiad doty-
Czacy:

— pseudoneutropenii,

— przebytych zakazen (zwlaszcza wirusowych),

— stosowania lekow,

— choroéb tkanki tacznej i innych o podiozu autoimmu-
nizacyjnym,

— alkoholizmu i niedozywienia.

Za zaburzeniami wytwarzania moze przemawia¢ wywiad

(przebyte choroby, stosowanie lekéw i oddzialywania czyn-

nikéw toksycznych) oraz glebokos¢ uszkodzenia. Jesli gra-

nulocytopenia ma charakter przewlekly — wszystkie wyniki
liczby granulocytéw sg ponizej normy.

Dopiero teraz przychodzi pora na uzupelnienie dotych-

czasowych rozwazan badaniami dodatkowymi. W sukurs

temu postepowaniu przychodzi znajomos¢ fizjologii ukfa-
du krwiotwérczego i hierarchii oraz kinetyki poszczegdl-
nych grup komorek. Przedstawia je w uproszczeniu ryci-

na 2.
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z limfocytopenia

Komorki macierzyste

Komorki ukierunkowane

A Komérki dzielace sie
- Komorki dojrzewajace

|
m Pula tkankowa

Ryc. 2. Hierarchie i pule granulocytow

Komorki dojrzate

Pula rezerwowa (komorki dojrzate)

Pula krazaca

Pula marginalna

PULE KOMOREK UKEADU GRANULOCYTARNEGO

Istotne klinicznie zaburzenia wytwarzania mozna wy-
kluczy¢ przy pomocy oceny wielkosci puli rezerwowej
(magazynowej) granulocytéw w szpiku. Stuzy temu test
hydrokortyzonowy. Wzrost liczby granulocytéw po poda-
niu pacjentowi 3 mg/kg wagi ciata 0 2,5 G/l w 3, 4 lub 5
godzinie $wiadczy o wystarczajacej puli i prawidtowej pro-
dukcji granulocytéw. Taki wynik moéwi o tym, Ze mamy do
czynienia raczej z zaburzeniem uwalniania granulocytéow

ze szpiku i wystarczy silniejszy bodziec (w tym przypadku



- hydrokortyzon), aby granulocyty zostaly przesuniete ze
szpiku do puli krazacej. W przypadku infekeji role czyn-
nika uwalniajacego granulocyty ze szpiku do krwi od-
grywaja m.in. toksyny bakteryjne, np. lipopolisacharydy.
Z punktu widzenia intereséw ustroju, prawidtowy wynik
testu hydrokortyzonowego jest okolicznoscia pozytywna,
bo przemawia za tym, zZe w razie potrzeby pula rezerwowa
zostanie uruchomiona i granulocyty beda przesuniete do
krwi w celu walki z infekcja (a to wtasnie jest glownym ry-
zykiem granulocytopenii).

Niewlasciwe rozmieszczenie granulocytéw jest bardzo
czgstym mechanizmem granulocytopenii nazywanej w tej
sytuacji pseudoneutropenig. Nie jest ona chorobg, ale
stanem niewlasciwego rozmieszczenia granulocytow we
krwi (zwigkszenie tzw. puli marginalnej granulocytéw,
ktére nie kraza we krwi, a jedynie zalegajg przy $cianach
naczyn lub w §ledzionie) — mozna je ,uruchomi¢” i zmu-
si¢ do krazenia, np. proba wysitkows, proba z paleniem
papierosow lub jesli tylko nie ma przeciwwskazan - po-
daniem adrenaliny. W tych przypadkach wzrost odsetka
granulocytéw o 50 procent w stosunku do wartosci wyj-
$ciowej pozwala na rozpoznanie zwigkszonej ,, marginali-
zacji”. Warto dodag, ze taki stan czyli pseudoneutropenia
nie stwarza ryzyka infekcji, bo granulocyty sg obecne we
krwi obwodowej, ale z powodu zwigkszonej adhezji do
$cian $§réddbtonka naczyniowego (pula marginalna) - nie
znajduja si¢ w oczekiwanej liczbie w krazeniu. Przyspie-
szone niszczenie lub zuzywanie granulocytéw we krwi
jest trudne do laboratoryjnego udowodnienia i zwykle
pozostaje w sferze roboczych hipotez. Dochodzi do nie-
go w czasie powaznych zakazen zwlaszcza bakteryjnych
oraz w przypadkach splenomegalii i w mechanizmie au-
toimmunizacji w wielu chorobach lub nawet bez nich
(granulocytopenia autoimmunizacyjna). Brak przeciwciat
przeciw-granulocytarnych nie zawsze wyklucza ten pato-
mechanizm.

Uposledzone uwalnianie krwinek ze szpiku zwykle nie
wigze si¢ z powazniejszymi konsekwencjami, poniewaz
takie czynniki jak stres, cytokiny lub toksyny bakteryjne
s3 w stanie uruchomié¢ pule magazynowsa granulocytow
szpikowych. Ponizsza tabela prezentuje skrécong dia-
gnostyke patogenetyczng granulocytopenii (patrz tabela
str. 12).

Powyzsze rozwazania wskazuja, ze mozliwe jest uzyskanie
do$¢ wysokiej wiarygodnosci diagnostyki granulocytope-
nii w trybie ambulatoryjnym bez koniecznosci uciekania
sie do inwazyjnych badan, jak np. biopsja aspiracyjna lub
trepanobiopsja szpiku kostnego.

Hematology Line

Ostatnim etapem postepowania z pacjentem leukopenicz-
nym jest refleksja nad dalsza diagnostyka granulocytopenii,
a przede wszystkim rozstrzygniecie, ktéry pacjent wymaga
skierowania do hematologa. Ta decyzja powinna dotyczy¢

pacjentow z:

— morfologicznymi lub czynnosciowymi nieprawidlo-
wosciami granulocytéw (przede wszystkim wrodzo-
ne defekty ujawniajace si¢ we wczesnym dziecinstwie,
jak: zespoly Shwachmana-Diamonda, Chediak-Higa-
shi, Kostmana, WHIM, rodzinna fagodna neutropenia,
neutropenia cykliczna),

— dwu- lub tréjuktadowq cytopenia,

— nieprawidtowosciami krwinek czerwonych (autoimmu-
nizacyjne cytopenie),

— obecnoscig nieprawidtowych limfocytéw w rozmazie
(ryzyko choréb ukladu chlonnego, infekcji wirusowej),

— granulocytopenia i obecnoscig mlodych form (reak-
cje polekowe lub mozliwo$¢ nowotworowej choroby
krwi),

— podejrzeniem stanu  dysfunkcji immunologicznej
i obecnosci przeciwcial przeciwkrwinkowych.

Druga postacia obwodowej leukopenii moze by¢

limfocytopenia (monocytopenia ze wzgledu na niewielki

odsetek tego szeregu komdrek w praktyce nie przyczyna si¢
do obnizenia ogélnej liczby leukocytow).

Gdy leukopenia wynika z limfocytopenii (za istotng klinicz-

nie limfocytopenie uwaza sie warto$¢ <1,0 G/1) szczegdtowa

diagnostyka jest znacznie trudniejsza, aczkolwiek i w tym
przypadku moga wchodzi¢ w gre podobne mechanizmy, jak:

— uposledzone wytwarzanie (niedobory immunologiczne
pierwotne i wtdrne),

— przyspieszone niszczenie (radio- i chemioterapia, im-
munosupresja, SLE, utrata limfocytow),

— nieprawidlowe gromadzenie limfocytow (splenomega-
lia, zakazenia, oparzenia, sterydoterapia),

— inne.

Niestety brak jest dotad testow dla weryfikowania tych me-

chanizméw limfocytopenii.

W patologii oséb dorostych wyrazng przewage maja przy-

czyny zwigzane z powaznymi chorobami infekcyjnymi oraz

nowotworami krwi i narzadéw litych. Diagnostyka ta z re-
guly wymaga zaangazowania hematologa. Z uwagi na role
limfocytéw, pierwszym krokiem w przypadkach ich niedo-
boru jest wykonanie badania poziomu immunoglobulin,

a kolejnym powinna by¢ ocena subpopulacji limfocytow

B, T oraz NK. Uszczegdétowieniem tej analizy moglaby by¢

ocena limfocytéw cytotoksycznych (CD3+/CD8+) i po-

mocniczych (CD3+/CD4+).
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SCHEMAT DIAGNOSTYKI
PATOGENEZA ZABURZENIE NADMIERNY ROZPAD/ NIEPRAWIDLOWE [Z];\Vilﬁilﬁgii
WYTWARZANIA | ZUZYCIE NA OBWODZIE ROZMIESZCZENIE

ZE SZPIKU
PULA REZERWOWA Kk prawidtowa/ . .
S7PIKU bra zmniejszona prawidlowa prawidtowa
PULA MARGINALNA . zwkle zwiekszona zmniejszona

prawidlowa zmniejszona

PULA KRAZACA zmniejszona zmniejszona zmniejszona zmniejszona
g&g%L OCYTOW stale niska stale niska duze wahania niska
OBRAZ ubogi prawidlowy/ubogi bogaty bogaty
SZPIKU w granulocyty w granulocyty w granulocyty w granulocyty

Tabela 1. Skrdcona diagnostyka patogenetyczna granulocytopenii

Pismiennictwo:

1. Sutek K., Szulkowska E., Pacjent z leukopenig. W ksigzce pt.. 3. Christopher M.], Link D.C. Regulation of neutrophil homeo-

Hematologia w praktyce. Wyd. Lekarskie PZWL, Warszawa, stasis. Curr. Opin. Hematol. 2007; 14: 3-8.
2008; s. 60. 4. Dinauer M.C,, Newburger P.E. The phagocyte system and dis-
2. Watts R. G, Neutropenia. W ksigzce pod red. J. P. Greer i wsp. orders of granulopoiesis and granulocyte function. W ksigzce

Wintrobes Clinical Hematology. Lippincott, Williams and pod red. S.H. Orkin i wsp. pt.: Nathan and Oski Hematology
Wilkins, Philadelphia 2004; s. 1777. of Infancy and Childhood. Saunders Elsevier, 2009; s. 1109.
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Szpiczak plazmocytowy IgE?

IGE MULTIPLE MYELOMA?

Anna Rodziewicz-Lurzynska, Dagna Bobilewicz

Szpiczak plazmocytowy z obecnym biatkiem monoklonal-
nym w klasie IgE jest bardzo rzadka postaciag gammapatii
monoklonalnych. Obecnie na $wiecie opisano jedynie kil-
kadziesiat przypadkdéw. Dlatego tez przedstawienie kazdego
przypadku wydaje sie by¢ celowe.

Opis przypadku

We wrzesniu 2013 roku do poradni hematologicznej Central-
nego Szpitala Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Me-
dycznego w Warszawie zostat skierowany 65 letni mezczyzna.
Jest to chory dializowany, jego wyniki w dniu przyjecia
przedstawialy si¢ nastepujaco:

kreatynina 6,67 mg/dl (590,23 umol/1) [0,50-1,10 mg/dl],
s6d 138,4 mmol/l [137,0-149,0],

potas 4,93 mmol/1 [3,6-5,0],

fosforany 1,57 mmol/1 [0,81-1,45],

wapn 2,37 mmol/I [2,15-2,60],

OB 32 mm [< 8],

biatko catkowite 6,6 g/dl [6,2-8,2],

IgA 17 mg/dl [70-400],

IgG 426 mg/dl [700-1600],
IgM 33 mg/dl [40-240].

W kolejnych  badaniach
3100 mg/dl (w badaniu ogdélnym), ktéry stopniowo sie obni-
zal (890 mgl/dl, dobowe wydalanie 7,12 g/24 h).

W proteinogramie surowicy stwierdzono hipogammaglo-

stwierdzono  biatkomocz

bulinemie (A/G 1,79) oraz obecnos¢ stabego, dodatkowego
prazka we frakcji gamma-globulin.

Adres kontaktowy:

Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej Wydzialu Nauki
o0 Zdrowiu

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

ul. Banacha la

02-097 Warszawa

tel. 22 599-24-05

Immunofiksacja potwierdzila obecno$¢ biatka mo-
noklonalnego IgE typu lambda oraz bardzo mate ilo-
$ci wolnych lekkich tancuchéw typu lambda. Stosu-
nek wolnych lekkich fancuchéw kappa do lambda
w surowicy byt obnizony i wynosit 0,27 (K=69,53
mg/l, L=255,53 mg/l) przy dolnej wartosci odniesienia
dla pacjentéw z niewydolnoscig nerek 0,37. W moczu
stwierdzono obecnos¢ malych ilosci biatka monoklo-
nalnego klasy IgE. Oznaczono réwniez stezenie IgE cal-
kowite, ktére bylo podwyzszone i wynosito 268 IU/ml
(< 120). Stwierdzono takze wysokie stezenie beta 2-mi-
kroglobuliny 27,22 mg/1 (0,81-2,19) uznawanej za czynnik
prognostyczny szpiczaka.

Pacjent nadal jest dializowany a jego stan ogélny nie ulega
pogorszeniu. Natomiast obserwuje si¢ wzrost stezenia IgE
w surowicy obecnie 749 IU/ml. W celu dalszej diagnostyki

ma zaplanowang trepanobiopsje.
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Ryc. 1. Elektroforeza biatek surowicy. Obecny dodatkowy stabo wysycony prazek we frakcji gammaglobulin.

—
_—
|::>
i .
le G E K L L free

Ryec. 2. Immunofiksacja bialek surowicy. Biatko monoklonalne w klasie IgE typu lambda oraz bardzo mate ilo$ci bialka monoklonal-

nego wolne lekkie tancuchy typu lambda.
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Gamma-glutamylotranspeptydaza
(GGTP) - czy tylko marker w diagnostyce
schorzen watroby?

GAMMA-GLUTAMYLTRANSPEPTIDASE (GGTP) - ONLY A MARKER IN DIAGNOSIS OF LIVER
DISEASES OR SOMETHING ELSE?
Aneta Mankowska-Cyl, Grazyna Odrowaz-Sypniewska

Streszczenie

Gamma-glutamylotranspeptydaza wystepuje gléwnie w komorkach watroby,
natomiast rézne czynniki moga spowodowaé uwalnianie i wzrost aktywnosci
tego enzymu we krwi. Enzym ten jest szeroko stosowany jako wskaznik zaburzen
funkcji watroby i znacznik naduzywania alkoholu. Ponadto moze by¢ uwazany
za ,biomarker” stresu oksydacyjnego zwigzany z metabolizmem glutationu

Adres kontaktowy:

Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej
Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy
ul. M. Sktodowskiej-Curie 9

85-094 Bydgoszcz,

tel. 52 585-44-90; fax 52 585-36-03

i ewentualnie wskaznik promujacy zmiany miazdzycowe ze wzgledu na jego
posredni udzial w biochemicznym szlaku utleniania lipoprotein. GGTP moze sta¢
si¢ waznym elementem w wieloczynnikowej ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego.
Zwigkszona aktywno$¢ znacznikéw enzymatycznych zaburzen funkgji watroby,
w tym niealkoholowego sttuszczenia watroby (NAFLD), a przede wszystkim GGTP
jest obserwowana w zespole metabolicznym i jego powiktaniach. Zatem podwyzszona aktywnos¢ GGTP nie zawsze musi wskazywac na zwiekszone spozycie
alkoholu, zapalenie czy zaburzenia funkcji watroby, ale moze réwniez sugerowac istnienie zespolu metabolicznego z jego szkodliwymi konsekwencjami.
Wiaczenie GGTP do algorytmu diagnostycznego moze stanowi¢ warto$¢ dodang w stratyfikacji ryzyka sercowo-naczyniowego w nadziei na mozliwos¢
zapobiegania niepotrzebnym zdarzeniom sercowym i zgonom w przysztosci.

Stowa kluczowe:
gamma-glutamylotranspeptydaza, choroby watroby, otylos¢, zespdt metaboliczny, ryzyko sercowo-naczyniowe

Summary

Gamma-glutamyltranspeptidase is found mainly in the liver cells and various factors can cause the release and increase in the activity of this enzyme in the
circulation. Serum GGTP has been widely used as an index of liver dysfunction and marker of alcohol intake. Moreover, it may be considered a biomarker for
»oxidative stress” associated with glutathione metabolism and possibly a ,,proatherogenic” marker due to its indirect contribution to low-density lipoprotein
cholesterol oxidation. GGTP is becoming an important addition to the multimarker approach in cardiovascular risk evaluation. Elevations of enzymatic
markers of liver dysfunction, including non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), such as gamma-glutamyltranspetidase, are considered as part of the
metabolic syndrome and related complications. Therefore, elevated levels of GGTP may not always indicate increased alcohol consumption, hepatitis and fatty
liver disease, but may also suggest the existence of the metabolic syndrome with its subsequent deleterious consequences. It is suggested to consider GGTP
may potentially add diagnostic value in stratifying patient’ cardiovascular risk with hope of preventing unnecessary cardiac events and deaths in the future.

Keywords:
gamma-glutamyltranspeptidase, liver diseases, obesity, metabolic syndrome, cardiovascular risk

GTP i jej biologiczna rola
Gamma-glutamylotranspeptydaza (w  skrocie
GGTP, GGT lub y-GT) to enzym, ktéry odpowia-
da za transport aminokwasdw przez btony komérkowe. Jego
gléwnym zadaniem jest przenoszenie reszty y-glutamylowej
z glutationu na aminokwasy czy male peptydy. Glutation
to substancja zbudowana z kwasu glutaminowego, cysteiny
i glicyny. Jego cecha charakterystyczng jest to, ze reszta glu-
taminianu jest spieta z reszta cysteiny poprzez grupe¢ karbo-

ksylowg znajdujaca sie w pozycji gamma (a nie alfa, jak to ma
miejsce we wszystkich innych polaczeniach peptydowych).
Glutation poza wieloma rozmaitymi zadaniami pelni bardzo
wazng funkcje, chroniac organizm przed wolnymi rodnika-
mi, jako antyoksydant neutralizuje wolne rodniki w watro-
bie. Wytwarzany jest wewnatrz komorek, gdy wydostanie sie
na zewnatrz komorki ulega rozlozeniu. W rozpadzie zewng-
trzkomoérkowego glutationu uczestniczy GGTP. Transferaza

ta jest zaczepiona w membranach réznych komorek a jej

zeszyt 12014 Around the Sample| 15



Clinical Chemistry Line

centrum aktywne wystaje na zewnatrz. GGTP rozdziela to
nietypowe wigzanie zespalajgce glutaminian i cysteine, na-
tomiast kwas glutaminowy zostaje powigzany z innym ami-
nokwasem i w tej formie jest przemieszczany do komérek
(gdzie ulega recyklingowi, czyli moze zosta¢ jeszcze raz wla-

czony do kolejnej czasteczki glutationu) (Ryc. 1).

Glutation ——

| Gamma-glutamylotransferaza |

|Glutaminian | <> |— cysteinylo-glicyna|

SH
o} 0 0o
H
NP
HO OH H OH
NH, ¢}

Recykling

1

~

|- cysteinylo-glicyna|

SH
[0} [0} [0}
H
N\)‘\
HO N OH
H
NH, 0

el

$/ Sh

do jednoczesnego wzrostu obu wskaznikéw ALP i GGTP,
wowczas mozna zatozy¢, ze zrodlem zwiekszonej aktyw-
nosci ALP sg drogi zdlciowe [4, 5]. W przypadku zabu-
rzen metabolizmu kosci wzrasta aktywnos$¢ ALP calko-
witej. Zatem jezeli u osoby z podwyzszong aktywnoscia
ALP, GGTP jest prawidlowa, przyczyna jest najpraw-

Oksydacja LDL
@) H.O

e

0, 200

| Anion ponadtlenkowy

“~

Ryc. 1. Etapy reakeji enzymatycznej gamma-glutamylotransferazy oraz jej zwigzek z utlenianiem lipoprotein o malej gestosci (LDL ) [3]

GGTP wystepuje gléwnie w komdrkach watroby, a rézne
czynniki moga spowodowa¢ uwalnianie i wzrost aktyw-

nosci tego enzymu we krwi [1, 2].

GGTP w chorobach watroby i drog zélciowych

Jak wspomniano powyzej, transferaza ta jest zwigzana z blo-
nami plazmatycznymi (siateczka $rédplazmatyczna) komo-
rek, wystepujacymi gléwnie w okolicy watroby (nabtonek
wewnatrzwatrobowych drog zélciowych oraz btona komor-
kowa bieguna kanalikowego hepatocytéow), nerek (komorki
proksymalnych kanalikéw nerkowych), trzustki (komorki
zrazikdéw oraz przewodoéw), jelit, ptuc, $ledziony i innych
tkanek. Uwaza sie, Ze enzym ten jest najbardziej czulym
wskaznikiem w diagnostyce schorzen watroby i drég z61-
ciowych z czulo$cig wynoszaca 95%. GGTP przewaznie jest
pierwszym enzymem, ktérego wzrost aktywnosci obserwu-
je sie w wyniku zablokowania odptywu z6ici przez przewo-
dy zétciowe (cholestaza spowodowana kamicg z6lciowg lub
nowotworem). Jednak jego wada jest to, iz czesto stwierdza
sie podwyzszong aktywno$¢ we krwi pomimo braku proce-
su chorobowego w watrobie. Swoistos¢ w stosunku do 0s6b
zdrowych wynosi 96%, a w stosunku do chorych na choroby
pozawatrobowe jedynie 74%. Z tego tez powodu GGTP jest
wykorzystywana do okre$lenia Zrédta podwyzszonej aktyw-

nosci fosfatazy zasadowej (ALP) w osoczu. Jesli dochodzi
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dopodobniej nasilony metabolizm tkanki kostnej (np.
w osteoporozie). Znaczny wzrost aktywnosci GGTP ob-
serwuje sie przede wszystkim w przypadku uposledzenia
wydzielania enzymu z z6lcig (z6ttaczka zastoinowa, cho-
lestaza wewnatrzwatrobowa i zewnatrzwatrobowa), w in-
tensywnym nowotworzeniu si¢ tkanek, czyli intensyw-
nych przemianach aminokwaséw i bialek (nowotwory
o duzej dynamice wzrostu, w przerzutach nowotworo-
wych do watroby) oraz w przypadku indukcji enzymoéw
mikrosomalnych watroby substancjami takimi jak leki
(zwlaszcza neuroleptyczne i barbiturany) czy alkohol.
GGTP nie jest natomiast swoistym wskaznikiem do roz-
nicowania uszkodzen watroby, dlatego woéwczas zaleca
sie réwniez oznaczanie aktywnosci aminotransferaz oraz
ALP [5, 6].

GGTP w monitorowaniu abstynencji

Kolejnym powszechnym zastosowaniem GGTP w diagno-
styce jest ocena aktywnosci enzymu w celu kontroli absty-
nengji u alkoholikéw poddawanych leczeniu. Silnym bodz-
cem wzrostu aktywnosci tej transferazy jest spozycie alko-
holu. Metaboliczne skutki naduzywania alkoholu obejmuja
wzrost konwersji acetylo-CoA do triglicerydéw (TG), ktére
sa wydzielane do krwi w postaci lipoprotein o bardzo ni-

skiej gestosci (VLDL), nagromadzenie tluszczu w watrobie



z nadmiarem produkcji TG i wzrost GGTP oraz innych en-
zymow watrobowych, jak réwniez przyrost masy ciata w wy-
niku nadmiaru spozywanej energii pochodzacej z alkoholu
(ok. 29 kJ/g). Osoby przewlekle i umiarkowanie naduzywa-
jace alkoholu maja podwyzszong aktywnos¢ GGTP we krwi
w poréwnaniu do abstynentéw. Nalezy réwniez pamietac,
ze nawet niewielkie ilo$ci alkoholu spozyte w ciagu 24 godz.
przed pobraniem krwi moga spowodowac wzrost aktywno-
$ci GGTP. W takim przypadku wskazane jest powtorzenie
badania [7]. W przewleklym naduzywaniu alkoholu (induk-
cja enzymu lub choroba watroby) obok wzrostu aktywnosci
GGTP obserwowane bywa réwniez podwyzszenie stezenia
bilirubiny we krwi oraz wzrost aktywnos$ci ALP, ktore nasu-
waja podejrzenie wspolistniejacej cholestazy [8]. Zatem po-
miar aktywno$ci GGTP jest pomocny w $ledzeniu abstynen-
cji u alkoholikéw podczas terapii odwykowej. Abstynencja
powoduje normalizacje aktywnosci GGTP w ciagu 2-5 tygo-
dni, aktywnos¢ enzymu spada o polowe w ciagu ok. 3 tygo-
dni, co wynika z czasu péttrwania enzymu [4].

GGTP jako wskaznik ryzyka sercowo-naczyniowego

Najnowsze badania skupiaja wigksza uwage nad uzy-
tecznos$cig oznaczania GGTP jako czynnika progno-
stycznego w chorobach ukladu krgzenia. Jak podano
wczesniej, GGTP hydrolizuje glutation do glutaminia-
nu i dipeptydu cysteinylo-glicyny, a wewnatrz komorek
aminokwasy s3 nastepnie ponownie wykorzystane do
produkcji dodatkowych iloéci zredukowanego gluta-
tionu. Jednakze, na btonie komodrkowej i w przestrze-
ni pozakomodrkowej grupy w postaci cysteinylo-glicy-
ny moga dziala¢ jako silny $rodek redukujacy zelazo,
zdolny do jednoczesnego generowania Fe**, wraz ze
stopniowym rozwojem anionu ponadtlenkowego i nad-
tlenku wodoru. Oba oksydanty moga powodowac utle-
nianie lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) do formy
ox-LDL, odgrywajacej istotng rol¢ w nasileniu procesu
miazdzycowego i prawdopodobnie innych proceséw,
takich jak aktywacja metaloproteinaz, proliferacja ko-
morek i apoptoza (Ryc. 1, 2). Uczestnictwo czgsteczek
ox-LDL w tworzeniu zmian miazdzycowych w $cianie
naczyn stanowi podtoze choréb uktadu sercowo-naczy-
niowego [3, 9]. Stad tez w przebiegu zawalu mie$nia
sercowego obserwuje si¢ niewielki wzrost GGTP, ktory
moze by¢ zwiazany z zastojem krazenia w watrobie [4].
Aktywnos$¢ GGTP moze tez wzrasta¢ w niewydolnosci
serca. Badania wykazuja, ze u 0séb z podwyzszong ak-
tywnoscig GGTP wystepuje wyzsze ryzyko zgonu z po-
wodu choréb serca, lecz nie ustalono jeszcze dokladnie
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przyczyny tej zaleznosci.

Inne doniesienia sugeruja, iz podwyzszona aktywno$¢
GGTP moze by¢ traktowana jako kolejny marker zagro-
zenia zawalem mie$nia serca. Jak wiadomo, do wzrostu
aktywnosci GGTP dochodzi m.in. w warunkach zwiek-
szonego spozycia alkoholu, uszkodzenia watroby, takze
w przebiegu jej stluszczenia. Opisywany zwigzek aktyw-
noséci enzymu z ryzykiem zawalu migsnia serca jest naj-
prawdopodobniej elementem wigkszej catosci, czyli wy-
stepowania zespotu metabolicznego, jako czynnika ryzy-
ka rozwoju choréb ukladu krazenia. Dlatego stwierdzenie
u pacjenta wzrostu aktywnosci GGTP powinno sklonié
lekarza do przeprowadzenia dokladnej oceny ryzyka ser-
cowo-naczyniowego [10].

Jak podkreslajg Mason i wsp. GGTP moze by¢ uwazana
za ,biomarker” stresu oksydacyjnego zwigzany z meta-
bolizmem glutationu i ewentualnie wskaznik promujacy
zmiany miazdzycowe ze wzgledu na jej posredni udzial
w biochemicznym szlaku utleniania LDL. GGTP moze sta¢
sie waznym elementem w wieloczynnikowej ocenie ryzyka
sercowo-naczyniowego i markerem prognostycznym. Au-
torzy sugeruja uznanie GGTP jako cennego dodatkowego
wskaznika w stratyfikacji ryzyka pacjentéw i w doborze
wlasciwego leczenia, w nadziei na mozliwo$¢ zapobiegania
niepotrzebnym zdarzeniom sercowym i zgonom w przy-

sztosci [3].

GGTP a zwigzek z zaburzeniami metabolicznymi
Jednym z powazniejszych zadan wspoélczesnej medycyny
jest walka z otytoscig, ktdra jest ogélnoustrojowa choro-
ba metaboliczng i jej powiktaniami. Wiele badan z ostat-
nich lat dowodzi, iz nieprawidlowej masie ciala, szczegol-
nie wspotwystepujacej wraz z innymi zaburzeniami, jak
insulinoopornos¢, dyslipidemia i nadci$nienie tetnicze
w obrazie zespolu metabolicznego, czgsto towarzyszy
podwyzszona aktywnos¢ GGTP we krwi [11, 12, 13, 14].
Mechanizm zaleznosci miedzy insulinoopornoscig i dys-
lipidemia w zespole metabolicznym a wzrostem aktywno-
$ci GGTP nie zostal jeszcze do konica wyjasniony.

Suh i wsp. zwracaja uwage na dodatnig zaleznos¢ pomie-
dzy wystepowaniem otylosci a aktywnoscia GGTP. Bada-
nie to, przeprowadzone w duzej grupie osob sugeruje, iz
wzrost aktywnos$ci GGTP we krwi moze by¢ wczesnym
markerem predykcyjnym otytosci. Co wigcej, zwiazek ten
pozostaje istotny po uwzglednieniu wielu podstawowych
zmiennych towarzyszacych. Stwierdzono takze istot-
ny zwigzek GGTP z rozwojem cigzkiej otyloséci i otyto-

$ci brzusznej. Po raz kolejny zwrécono uwage na fakt, iz
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osoby z podwyzszong aktywnoscia GGTP powinny by¢
traktowane jako chorzy podwyzszonego ryzyka [15].

Doniesienia Onat i wsp. wskazuja réwniez na zwigzek
GGTP z wieloma zaburzeniami metabolicznymi. Jakkol-
wiek wzrost aktywnosci GGTP jest istotnie zwigzany ze
stresem oksydacyjnym i stluszczeniem watroby, jej kli-
niczna uzyteczno$¢ w okreslaniu ryzyka incydentéw ser-
cowych, wystapienia zespotu metabolicznego czy cukrzycy
typu 2 musi by¢ jeszcze poddana dalszym badaniom [16].
Badania wlasne, ktorych wyniki sg obecnie przygotowywa-
ne do publikacji, przeprowadzone w grupie miodych oty-
tych kobiet i kobiet z prawidlowa masa ciala, potwierdzaja
zwiekszong czesto$¢ wystepowania podwyzszonej aktyw-
nosci GGTP u kobiet otylych (17,1%), zwlaszcza u otytych
ze zwigkszonym ryzykiem zaburzen metabolicznych. Ma-
jac na uwadze zwigzek podwyzszonej aktywnosci GGTP
z insulinoopornoscia i otyloscia, zaobserwowalismy réw-
niez staba, ale znaczaca korelacje GGTP ze wskaznikiem
HOMA i st¢zeniem insuliny oraz parametrami antropo-
metrycznymi w grupie kobiet otylych. U tych kobiet w su-
rowicy aktywnos¢ GGTP powyzej 17 U/L okazala si¢ by¢
predyktorem, odpowiednio: podwyzszonego stezenia apo-
lipoproteinyB, wspdtczynnikéow aterogennosci TG/HDL-
C, TC/HDL-C lub ApoB/ApoA-I z ilorazem szans 8.7, 5.9,
3.8 i 3.5 odpowiednio. Co wiecej, wykazaliémy, ze wzrost
aktywnosci GGTP pozwala przewidzie¢ wystapienie insu-

linoopornosci i podwyzszonego ci$nienia rozkurczowego
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Ryc. 2. Udziat GGTP w metabolizmie glutationu w plytce miazdzycowej i jego konsekwencje. GSH- glutation [9]

krwi (iloraz szans 2.6 i 2.9, odpowiednio). Wyniki te suge-
ruja mozliwo$¢ wnioskowania, ze zwigkszenie aktywnosci
enzymow watrobowych, szczegdélnie GGTP, moze odzwier-
ciedla¢ zmiany metaboliczne oraz moze stuzy¢ jako klinicz-
ny wskaznik opornosci na insuline. Podsumowujac catos¢
naszych badan, wyniki wskazuja, ze u mtodych otylych
kobiet GGTP jest zwigzana nie tylko z insulinoopornoscia
i niekorzystnym profilem lipoprotein, ale moze réwniez
by¢ pomocna w odrdznieniu oséb otylych metabolicznie
»zdrowych” od 0s6b otytych z ryzykiem zaburzen metabo-
licznych. Oznaczenie GGTP wydaje si¢ by¢ przydatne do
oceny ryzyka wystapienia zaburzen metabolicznych zwia-
zanych z otyloscia.

Wystepowanie nadmiernej masy ciala bywa czgsto nie-
stusznie bagatelizowane. Otylo§¢ polegajaca na zwiek-
szeniu masy tkanki ttuszczowej w organizmie, w szcze-
golnosci zlokalizowanej centralnie, moze doprowadzié
do zaburzen w dzialaniu wielu narzagdéw. Otylos¢ $cisle
wigze sie z wystepowaniem wielu zaburzen, o ktérych
wspomniano powyzej, jednak powaznym powiklaniem
jest stluszczenie watroby. Niewielu dorostych ma $wia-
domos¢, ze stluszczenie watroby zwiazane z otyloscia
jest przewleklym uszkodzeniem watroby, przypomi-
najacym alkoholowe zapalenie watroby u alkoholikéw.
Ta choroba moze postepowaé az do marskosci watro-
by, jej niewydolnos$ci, a nawet powstania nowotworu.

Otytos¢ scisle zwigzana z insulinoopornoscia, ktéra ma



najwieksze znaczenie w rozwoju stluszczenia watro-
by, uwazana jest jako czynnik ryzyka niealkoholowego
sttuszczenia watroby (NAFLD) [17, 18]. NAFLD Scisle
zwigzane z otylo$cig i odkladaniem tluszczu w okolicy
trzewnej, jest obecnie uwazane za ceche zespolu opor-
nosci na insuline. Obecnos¢ zwigkszonej masy trzewnej
tkanki tluszczowej znacznie zwigksza ryzyko wystapie-
nia cukrzycy typu 2. Dlatego tez wedlug najnowszych
doniesien zwigkszona aktywnos$¢ znacznikéw enzyma-
tycznych zaburzenia funkcji watroby i NAFLD, takich
jak chociazby opisywana GGTP, moze by¢ uznawana

jako jedno z kryteridw zespotu metabolicznego [19].
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Wysoka aktywnos¢ GGTP we krwi jest przydatna w oce-
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Nadmierna glikacja bialek krwi — objaw

czy aktywny uczestnik patomechanizmow

cukrzycy

HYPERGLYCATION OF BLOOD PROTEINS - SYMPTOM OR ACTIVE PARTICIPANT OF DIABETIC

PATHOMECHANISMS

Andrzej Szutowicz

Streszczenie

Stany przewleklej hiperglikemii niezaleznie od typu cukrzycy wywotuja nad-

mierng nieenzymatyczng glikacje wszystkich biatek przestrzeni wodnej ze-
wnatrz i wewnatrzkomorkowej. Zjawisko to jest uzyteczne w diagnozowaniu
stopnia dlugoczasowego wyréwnania glikemii u pacjentéw z cukrzyca. Hiper-
glikacja moze jednak zmienia¢ wlasciwosci biologiczne wielu bialek, przyczy-
niajac sie przez to do uposledzenia funkgji i struktury wielu narzadéw w prze-

biegu cukrzycy.
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States of chronic hyperglycaemia, irrespective of the diabetes type evoke excessive glycation of several proteins in extra and intracellular compart-
ments of the body. This property is employed for assessment of degree of long therm control of glycaemia in diabetic patients. However hypergly-
caemia may change biological properties of several proteins thereby contributing to functional and structural impairment of several organs in the

course of diabetes.

Keywords:
hyperglycemia, protein glycation

likacje nieenzymatyczne

Glikacja jest nieenzymatyczng reakcja powstawa-

nia wigzan kowalencyjnych miedzy czgsteczkami
cukrow takich jak glukoza lub fruktoza a czgsteczkami bia-
tek i lipidéw. Jest to proces odmienny od katalizowanych
przez enzymy reakeji glikozylacji, ktére stanowig jeden
z elementéw potranslacyjnej modyfikacji bialek majacych
na celu powstanie ostatecznej biologicznie aktywnej for-
my tych czasteczek. Natomiast glikacja, dotyczgca lancu-
chéw bocznych lizyny, prowadzi zwykle do patologicznej
modyfikacji bialek, powodujaca utrate czesci lub catosci
ich aktywnosci biologicznej. Duzo mniej wiadomo na te-
mat fruktozylacji, jako Ze stany hiperfruktozemii wyste-
puja bardzo rzadko, i sg zwigzane ze specyficznymi, gene-
tycznie uwarunkowanymi mutacjami biatek metabolizmu
fruktozy. Z hiperglikemia skorelowany jest réwniez wzrost
poziomu metyloglioksalu, bedgcego dwualdehydowg po-
chodng kwasu pirogronowego. Jego gtéwnym zrédtem jest
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cykl glikolityczny. Metyloglioksal jest niezwykle toksyczny
- tworzy trwale wigzania z resztami aminowymi argininy
ilizyny oraz sulthydrylowymi cysteiny. Wzrost syntezy me-
tyloglioksalu w cukrzycy jest uwazany za gtéwny element
glikacyjno-oksydacyjnego patomechanizmu miazdzycy
naczyn u cukrzykow.

Hemoglobina glikowana, a w szczegélnosci jej podfrakeja
HbAlc jest powszechnie stosowanym retrospektywnym
wskaznikiem wyréwnania cukrzycy w okresie 2-3 miesig-
cy poprzedzajacych badanie. Frakcyjna zawarto§¢ HbAlc
wykazuje prostoliniowg zaleznos¢ od sredniego poziomu
glukozy w tym okresie. W zwigzku z tym sugeruje sie, ze
podwyzszona frakcyjna zawarto$§¢ HbAlc moze by¢ row-
niez warto$ciowym markerem w diagnostyce i badaniach
przesiewowych w kierunku cukrzycy, poniewaz odpowiada
$redniemu poziomowi glikemii w dtugim okresie czasu.
Podobnym, lecz siggajacym tylko 14 dni wstecz, markerem

kontroli glikemii jest glikowana albumina - fruktozami-



na. Jednak nalezy pamietaé, Ze w niewyréwnanej cukrzycy
nadmiernej glikacji ulegaja wszystkie biatka z N-konco-
wymi resztami L-lizyny. Co wigcej, $ladowe ilosci metali
takich jak Fe?* lub Cu'* moga powodowa¢ dalsza mody-
fikacje tych bialek poprzez ich oksydacje. Polaczenie obu
patologicznych modyfikacji nasila te procesy, prowadzac
do powstawania trwalych koncowych produktéw glikacji
(advanced, glycation end-products, AGE).

W cukrzycy nadmiernej glikacji podlegaja w réznym stop-
niu wszystkie biatka przestrzeni pozakomorkowej, jak i we-
wnatrzkomoérkowej. U pacjentéw ze stabo kontrolowana
cukrzycg, z poziomami HbA1lc 12-19%, wykazano 19% gli-
kacje immunoglobulin G (zdrowi ok. 5%), 6% fibrynogenu
(zdrowi okoto 2%), 6% dopelniacza C3 (zdrowi ok. 2.5%),
5.5% transferryny, zdrowi okoto 1.5%) oraz 16% albuminy
(zdrowi okoto 1.5%) [1]. Wydaje sie, ze podatno$¢ na glika-
cje zalezy od biologicznego czasu péttrwania poszczegol-
nych bialek. IgG i albumina, ktére majg stosunkowo dtu-
gie czasy poltrwania (14-30 dni) wykazywatly jednoczesnie
najwigkszy stopien glikacji [1]. Réwniez bialka bardziej
zasadowe wykazywaly wigkszg glikacje niz biatka kwasne.
Glikacja zachodzi przy kazdym poziomie glukozy, w tem-
pie proporcjonalnym do jej stezenia. W tkankach istnieja
receptory dla zaawansowanych produktéw glikacji (recep-
tor advanced glycation end-products - RAGE), ktére wiaza
i internalizujg glikowane nieenzymatycznie biatka (AGE).
Poza AGE, wigzg one niektore biatka $100, amyloid-, an-
tygen makrofagéw-1 (Mac-1, CD11b/CD18) oraz fosfaty-
dyloseryne. W cukrzycy dochodzi do zwigkszonego wig-
zania AGE i nadmiernej aktywacji zwigzanych z nim drég

wewnatrzkomorkowego przekaznictwa sygnatu [2].

GLIKACJE W PRZESTRZENI POZAKOMORKOWE]
Glikowane lipoproteiny

Dzieki powszechnemu stosowaniu statyn i fibratéw poziom
cholesterolu catkowitego u 0sob z cukrzyca jest podobny lub
nizszy niz u skorelowanej wiekowo populacji ludzi zdrowych
[3, 4]. Jednak u o0s6b z hiperglikemig zaréwno apolipopro-
teiny, jak i komponenty lipidowe lipoprotein podlegaja gli-
kacji i peroksydacji, co zmienia zasadniczo ich wlasciwosci
biologiczne. Wykazano, ze uszkodzenie LDL przez gliok-
salacje-glikacje moze kilkakrotnie zwigksza¢ ryzyko zmian
miazdzycowych naczyn krwionosnych, niezaleznie od
zwigkszonego stosunku stezen [cholesterol LDL]/[choleste-
rol HDL] [5]. Glikowane VLDL wykazuja dtuzszy czas po-
bytu w osoczu i sg gorszymi substratami dla lipazy lipoprote-
inowej niz czastki nieglikowanych VLDL [5]. Wykazano, ze
glikowane LDL modyfikujg sklad i funkcje ptytek krwi. Gli-
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kowane LDL zwiekszaly ponad dwukrotnie synteze NO, ak-
tywowaly Ca-ATP-aze plytkowa. Z drugiej strony w ponad
50% hamowaty aktywno$¢ NaKATP-azy, co utatwialo naptyw
Ca do plytek. Mechanizm ten moze ttumaczy¢ wzrost aktyw-
noéci plytek krwi u pacjentéw z cukrzycg. Réwniez glikacja
LDL in vitro przez metyloglioksal powodowata zmniejszenie
rozmiaru tych czastek oraz wzrost ich aterogennosci mie-
rzonej jej wigzaniem do proteoglikanéw powierzchni komé-
rek i nastepcza agregacja. Moze to wynikac z faktu, ze duza
frakcja glioksalowanych LDL jest zatrzymywana w $cianie
aorty [6]. Glikowane apoB tracilo zdolno$¢ rozpoznawania
LDL-R. Nie przekraczajaca 24 godzin ekspozycja hodow-
lanych komorek endotelium naczyn wiencowych $wini na
glikowane LDL powodowala inhibicj¢ kilkunastu enzymow
cyklu kwaséw trojkarboksylowych i taricucha oddechowego,
w tym reduktaz cytochroméw kompleksow I-1V, jak réwniez
spadek zuzycia tlenu, obnizenie stosunku [NAD*]/[NADH],
obnizenie kontroli oddechowej i potencjatu blon mitochon-
drialnych. Wzrastala natomiast synteza wolnych rodnikéw
i nadtlenku wodoru [7].

Z kolei glikacja kazdej z izoform apoE w gtéwnym miejscu
Liz”, nie zmieniala ich sily wigzania z LDL-R oraz ,,sca-
venger” receptorem A. Zmniejszata natomiast maksymalna
zdolno$¢ wigzania apoE2, 3 i 4 zimmobilizowana heparyna
i siarczanem heparanu o 20-23% [5]. Glikacja apoE znaj-
dujacych si¢ w przestrzeni srédmigzszowej moézgu moze
utrudnia¢ transport cholesterolu i lipidéw do bton plazma-
tycznych neuronéw, przyczyniajac sie do ich uszkodzenia,
stymulacji amyloidogennej przemiany biatka prekursoro-
wego amyloidu-f i rozwoju choroby Alzheimera [5].
Natomiast glikowane HDL, izolowane z surowicy pacjen-
tow z cukrzycg typu 2, tracily swoje wlasciwosci przeciw-
zapalne, takie jak inhibicja wydzielania czynnika martwicy
nowotworéw-a (TNF-a), interleukiny-13 (IL-1B), przez
ludzkie monocyty stymulowane lipopolisacharydami bak-
teryjnymi. Stopien utraty tej wlasciwosci zalezal przy tym
od stopnia glikacji HDL [8].

Glikowana albumina

Albumina jest biatkiem wielofunkcyjnym, wiazacym szereg
ksenobiotykéw i zwiazkéw endogennych, redukujac ich cy-
totoksycznos¢. Dzigki wysoce-nukleofilowym wlasciwosciom
albumina posiada liczne miejsca podatne na glikacje w po-
staci 18 tanicuchow bocznych lizyny, 7 argininy oraz cysteiny.

Gléwnymi miejscami glikacji sa fancuchy boczne Liz**

oraz
Arg*? [9]. Albumina ulega glikacji okoto 10 razy szybciej niz
hemoglobina. Dzieki temu, mimo krétkiego czasu pottrwania

wzgledny poziom glikacji albuminy u cukrzykéw jest wyzszy
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niz HbAlc. Albumina glikowana in vitro po dodaniu do ho-
dowli pierwotnych komérek srodblonka zyly pepowinowej
powodowata zwiekszenie ich aktywnosci prozapalnej i pro-
agregacyjnej. Zjawisko to obserwowane byto juz przy niskim
2% poziomie glikacji albuminy. Glikowana albumina (AGE)
ma zdolnos¢ wigzania z receptorami RAGE, przyczyniajac si¢
do nadmiernej syntezy ROS. Uruchamia to wewngtrzkomor-
kowa kaskade aktywacji bialka p21**%, MAP-kinazy, kinazy
ERK, prowadzaca do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NF-kB, ktory wywiera dzialanie prozapalne poprzez zwiek-
szenie ekspresji gendw cytokin prozapalnych.

Opisane oddzialywania glikowanej albuminy na endote-
lium skutkujg zahamowaniem ich metabolizmu energe-
tycznego, proporcjonalnym do stopnia jej glikacji [10]. Ze
wzgledu na to, ze albumina jest gléownym biatkiem osocza,
jej hiperglikacja ma bardziej istotne, niz hiperglikacja in-
nych biatek osocza, znaczenie w powstawaniu uszkodzen
komorek endotelium i generowaniu ich reakeji prozakrze-
powych i prozapalnych. Te ostatnie polegajg na zwiekszo-
nej ekspresji antygendéw powierzchniowych, takich jak
wewnatrzkomorkowe czastki adhezyjne-1 (intracellular
adhesion molecule-1, ICAM-1), trombomodulina czy
czynnik tkankowy [10].

Glikowane bialko amyloidu surowicy A

Akumulacja biatka amyloidu surowicy A (SAA) w nerkach
jest jedna z przyczyn wystepowania nefropatii cukrzy-
cowej. Postuluje sie, ze gliko-oksydatywna modyfikacja
SAA przyspiesza jego odkladanie zaréwno w kiebkach,
jak 1 w przestrzeni $rédmigzszowej nerek. Wykazano, ze
podawanie glikooksydowanej albuminy (AGE) zdrowym
(nie cukrzycowym) myszom powodowalo zgrubienie bto-
ny podstawnej klebkéw nerkowych, ekspansje mezangium,
zwldknienie srddmiazszu okoto cewkowego, wzrost pozio-
mu kolagenu IV i czynnika wzrostu guza-f (TGF-p) [11].
Podobne zmiany histopatologiczne obserwowano w ner-
kach chorych z nefropatig cukrzycows.

Glikowane immunoglobuliny

IgG s3 gléwng frakcja immunoglobulin zawierajaca duzg licz-
be reszt lizynowych podatnych na glikacje i modyfikacje oksy-
dacyjna [1]. Staja si¢ one wysoce immunogenne wskutek po-
wstawania na nich glikowanych, a przez to rozpoznawanych
jako obce, epitopdéw [12]. Powstajace przeciwciata przeciw
AGE-IgG sa malo specyficzne i reaguja z glikowanymi epito-
pami réznych bialek komoérkowych. Hiperglikacja IgG moze
odgrywac role w patomechanizmie reumatoidalnego zapale-

nia stawow [12]. Réwniez glikowana IgAl i inne glikowane
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biatka osocza stajg sie immunogenne. W ten sposéb urucha-
miane jest bledne koto samonapedzajacych sie reakcji autoim-
munologicznych odgrywajacych role w patomechanizmach

angiopatii, nefropatii i neuropatii cukrzycowej [13].

Glikowany fibrynogen

U pacjentéw z niedostateczng kontrola glikemii catkowi-
ty poziom fibrynogenu byl podobny jak u 0séb zdrowych.
Jednakze poziom jego glikacji u 0séb z cukrzyca typu 2, byt
2-3 krotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej [1]. Wykazano,
ze na swoich trzech fancuchach afy, fibrynogen posiada
12 reszt lizynowych, z ktérych tylko 2 podlegaja glikacji,
a pozostale 10 moze by¢ acetylowane przez aspiryne. Ten
ostatni proces przyspiesza proces degradacji fibrynogenu,
co pozostaje w synergii z niezaleznym przeciwplytkowym
dzialaniem tego leku [14]. Z drugiej strony wioknik po-
wstajacy z glikowanego fibrynogenu jest mniej wrazliwy na
dziatanie plazminy, co moze zwigksza¢ gotowo$¢ zakrzepo-
wa u pacjentdéw z cukrzycg [15]. Ta oporno$¢ na proteolize
moze by¢ wykorzystana w leczeniu bialaczek i guzéw litych.
Wiadomo bowiem, ze naczynia wlosowate w obrebie guza
sg bardziej niz prawidlowe, przepuszczalne dla fibrynoge-
nu, ktéry po wynaczynieniu ulega konwersji do fibryny.
Dlatego tez podejmowane sg proby stosowania koniugatow
metotreksatu z fibrynogenem w celu osiggniecia wysokie-
go stezenia tego leku w przestrzeni srédmiazszowej guza

i zmniejszenia toksycznos$ci ogélnoustrojowej [15].

TKANKOWE PATOMECHANIZMY HIPERGLIKAC]I
Stezenie wolnej glukozy w przestrzeni wewnatrzkomorko-
wej jest duzo nizsze niz w zewnatrzkomodrkowej, wskutek
jej konwersji do glukozo-6-fosforanu przez heksokinaze
i glukokinaze. Jednak w zle kontrolowanej cukrzycy, za-
réwno wewnatrzkomorkowe stezenia glukozy, jak i glu-
kozo-6-fosforanu, wzrastajg proporcjonalnie do wzrostu
glikemii w przestrzeni pozakomdrkowej, powodujac hiper-
glikacje zaréwno hemoglobiny w erytrocytach, jak i innych
biatek w réznych tkankach insulino-niezaleznych [16]. Co
wigcej, fosforylowane pochodne glukozy i fruktozy: gluko-
zo-6-fosforan oraz fruktozo-6-fosforan sg duzo silniejszy-
mi zwigzkami glikujacymi niz sama glukoza [17].

Istnieje kilka tysiecy doniesien dotyczacych modyfikacji
przez hiperglikacje funkcji i aktywnosci bialek wewnatrz-
komoérkowych i zwigzanych z nimi drég metabolicznych.
Przytoczone przyklady pozwola czytelnikowi zorientowac
sie w podstawowych rodzajach zmian metabolizmu we-
wnatrzkomoérkowego spowodowanych przez ta nieenzy-

matyczng modyfikacje.



Erytrocyty

I tak, w erytrocytach glikacja mutazy 2,3-difosfoglice-
rynianowej w pozycji Liz'*® powoduje jej inhibicje. Ten
wielofunkcyjny enzym wykazuje trzy aktywnosci: synte-
tazy 2,3-DPG, mutazy fosfoglicerynianowej oraz fosfatazy
2,3 DPG. Wykazano, ze hiperglikemia in vitro powodo-
wala glikacje 6 reszt lizynowych i ponad 50% inhibicje
wszystkich aktywnosci tego enzymu. Inhibicja enzymu
moze zakldca¢ procesy modulacji powinowactwa Hb
do tlenu w réznych warunkach fizjologicznych i patolo-
gicznych wskutek zwolnienia obrotu metabolicznego 2,3
DPG [18]. Z drugiej strony wyrazna hiperglikemia in vivo
u ludzi z cukrzycg, na poziomie 9 mmol/L (HbAlc ok.
10%) nie powodowata ani zmian w poziomie 2,3 DPG ani

w pO2/pCO2 we krwi.

Naczynia krwiono$ne

W przestrzeni okolonaczyniowej glikowane/utlenione LDL
zwigkszaly wielokrotnie wydzielanie fruktozy, jak réwniez
G-6-P i F-6-P z migéni gladkich naczyn. Powodowalo to
znaczny wzrost glikacji bialek pozakomoérkowych w tym
mikrokompartmencie i wzrost uwalniania LDH z wiékien
mies$niowych, $wiadczacy o ich uszkodzeniu [17]. Natywne
nieoksydowane LDL nie mialy takich wlasciwosci.
Glukozo-6-fosforan poprzez dehydrogenaze glukozo-6-fos-
foranowg i cykl pentozomonofosforanowy jest gléwnym
zrédtem NADPH do syntezy glutationu, podstawowego me-
tabolitu chronigcego tkanki przed stresem oksydacyjnym. Ho-
meostaza glutationu ma szczegoélne znaczenie w komoérkach
cechujacych sie wysokim tempem metabolizmu tlenowego
takich jak komorki neuronalne, miesnia sercowego, kanalikéw
zbiorczych rdzenia nerki czy tez komorki endotelium naczy-
niowego. AGE-Albumina powodowata inhibicje aktywnosci
oraz spadek poziomu bialka i ekspresji genu dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej oraz wzrost stezenia wolnych rodni-
kéw tlenowych w komoérkach endotelium zyt pgpowinowych
[19]. Obnizenie poziomu glutationu, jak i inhibicja G-6-PDH
zwiekszaja glikacje bialek i stres oksydacyjny w endotelium
naczyniowym, przez co staja si¢ istotnym elementem bledne-
go kota w patomechanizmie cukrzycowej miazdzycy naczyn.
Drugim enzymem dostarczajgcym NADPH do syntezy glu-
tationu jest dehydrogenaza izocytrynianowa NADP-zalezna.
Aktywno$¢ tego enzymu ulega inhibicji po glikacji domeny
Liz*"%, znajdujacej sie w jego centrum aktywnym. Dziafanie glu-
kozo-6-fosforanu i fruktozy jest kilkakrotnie silniejsze niz glu-
kozy zaréwno w stosunku do enzymu mitochondrialnego, jak
i cytoplazmatycznego (Ryc. 1) [20]. Inhibicja obu form ICDH

hamuje zaréwno metabolizm energetyczny zwigzany z cyklem
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kwaséw trojkarboksylowych w mitochondriach, jak i synteze
glutationu w przedziale cytoplazmatycznym komorek [20].

Mézg

Szczegdlnym rodzajem srédbtonka naczyniowego sa komorki
endotelialne mdzgu, ktére wraz z astrocytami tworza bariere
krew-mozg. Zabezpiecza ona przedzialy wewnatrz i zewnatrz-
komoérkowe moézgu przed szkodliwym oddziatywaniem réz-
nych drobno i wielkoczasteczkowych, endo i egzogennych
zwigzkow cytotoksycznych znajdujgcych si¢ w przestrzeni po-
zamodzgowej. Metyloglioksal indukowat apoptoze tych komo-
rek oraz zwigkszal przestrzenie miedzykomoérkowe wskutek
glikacji licznych bialek zewnatrzkomorkowej macierzy bariery
krew-mozg takich jak laminina, okludyna, fibronektyna oraz
biatka ZO1-3 [21]. Powodowalo to obnizenie opornosci elek-
trycznej blony endotelialnej oraz wzrost jej przepuszczalnosci.
Uszkodzenie to zmniejszalo sie po zastosowaniu N-acetylocy-
steiny i innych zwigzkdw chronigcych reszty -SH glutationu,
a nasilane przez inhibitory syntezy glutationu [21].

Badania epidemiologiczne na duzych grupach, ponad 600.000
cukrzykéw i odpowiedniej liczbowo, wiekowo i pod wzgledem
plci grupie kontrolnej wykazaly, ze cukrzyca zwigksza ryzyko
wystapienia choroby Alzheimera o okoto 40% [22]. Uszkodzenie
bariery krew - mozg przez hiperglikacje i AGE wydaje sie mie¢
istotne znaczenie dla tego zjawiska. Wykazano, ze juz niskie
stezenia glikowanej albuminy rzedu 20 mg/L wywolywaly
u zwierzat doswiadczalnych zmiany patologiczne, typowe dla
choroby Alzheimera [23].

Glikowane bialka -,,pamie¢ metaboliczna” w cukrzycy
Duze proby kliniczne wykazaly, ze wczesna i rygorystyczna
kontrola glikemii redukuje i opdznia wystgpienie poznych
powiklan zwigzanych z makro i mikroangiopati. Istotng role
w tym zjawisku odgrywa utrzymanie wlasciwego poziomu
AGE-bialek. Dlugotrwaly brak wiasciwej kontroli glikemii
powoduje bowiem powstanie stosunkowo trwalych zmian
w poziomie glikacji biatek strukturalnych i fukcjonalnych, jak
réwniez zmiany epigenetyczne w jadrowym i mitochondrial-
nym DNA komorek chorych na cukrzyce [24, 25].

Okazalo sie, ze po kilkumiesigcznym okresie hiperglikemii, dtu-
gotrwata normalizacja poziomu glukozy i HbA1c, nie przywra-
cafa do normy wielu parametréw metabolicznych zwigzanych
z rozwojem angiopatii. Przy opdznionej interwencji, pomimo
powrotu do Scistej kontroli glikemii, poziomy potencjalnie szko-
dliwych zwigzkéw, takich jak: AGE w mitochondriach, kolage-
nu w podscielisku tkankowym, NF«B, kaspazy 3, nadtlenkéw
lipidéw oraz rodnikéw nitrozylowych pozostawaty podwyzszo-
ne, a poziom glutationu pozostawal obnizony. Przy skrdceniu
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PPK

[Glukoza]

A-B
Biatka -AGE

Glukoza
G-6-P Cytokiny
F-6-P Endotelina
. VCAM-1
Gioksalan ICAM-1
BACE-1

PWK

Ryc. 1. Metabolizm glukozy

okresu niekontrolowanej hiperglikemii, powrét do normogli-
kemii powodowat czesciowe odwrdcenie opisanych zaburzen
metabolicznych. Dane te tlumacza zalezny od AGE-biatek
mechanizm powstawania powiklan naczyniowych w cukrzy-
cy. Swiadczy to o tym, ze wiele zmian wywotanych glikacja ma
charakter trwaly (epigenetyczny) i nie moze by¢ tatwo odwro-
cona przez pdzna kontrole glikemii. Uzasadnia to koniecznos¢
jak najszybszego rozpoczecia terapii cukrzycy i prowadzenia jej
W sposob rygorystyczny przez cale zycie pacjenta. W grupach
ryzyka optymalizacja kontroli metabolicznej powinna by¢ pro-
wadzona jeszcze przed wystgpieniem jawnej cukrzycy [25, 26].
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Nie ma dowodu na to, aby HbA1c wykazywata wlasciwosci
istotne dla patofizjologii cukrzycy. Jest jednak najlatwiej-
szym do oznaczenia i dobrze zestandaryzowanym markerem
diugoczasowej glikacji wewnatrzkomoérkowej w cukrzycy.
Dzigki diugiemu czasowi péttrwania jest markerem ,pa-
migci metabolicznej”. Jej wysoki poziom $wiadczy o tym, ze
zaréwno w PPK, jak i w PWK doszlo juz do wielokierunko-
wych zmian funkgji i aktywnosci licznych bialek biologicz-
nie czynnych, ktére jeszcze przez dlugi czas po normalizacji
glikemii mogg indukowa¢ zmiany patologiczne prowadzace

do péznych powiklan narzagdowych w tej chorobie.
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Peptydowe inhibitory enzymu
konwertujacego angiotensyne I
pochodzace z bialek Zywnosci

ANGIOTENSIN I - CONVERTING ENZYME INHIBITORY PEPTIDES DERIVED FROM FOOD PROTEINS
Monika Karas, Anna Jakubczyk

Streszczenie

Bialka zywnoéci stanowig zrédlo peptydow, ktére moga pozytywnie wplywaé na
organizm czlowieka, pelnigc w nim funkgcje regulacyjne i modulujace, dlatego Adres kontaktowy:
tez moga by¢ stosowane w profilaktyce zdrowia jako nutraceutyki, funkcjonal- Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci

ne sktadniki zywnoéci czy tez farmaceutyki. W zwiazku z powyzszym w ostat- Uniwersytat Proyrodicaywilubline
ul. Skromna 8
20-704 Lublin

tel. 81 462-33-27/28

nich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania identyfikacja i charakterystyka
bioaktywnych peptyddw, ktorych zrodtem sg biatka pochodzenia roslinnego, jak
i zwierzgcego. W zaleznosci od ich konformacji przestrzennej, bioaktywne pep-
tydy wykazuja réznorodne czesto wielofunkceyjne wlasciwosci: przeciwnadciénie-
niowe, przeciwnowotworowe, przeciwutleniajace, immunomodulujace, przeciw-
bakteryjne czy tez hipocholesterolemiczne. Na podstawie aktualnej literatury
przedstawiono dane dotyczace postgpu badan w zakresie przeciwnadci$nienio-
wych peptydéw pochodzacych z biatek Zzywnosci.

Stowa kluczowe:
bioaktywne peptydy, inhibitory ACE, bialka zywno$ci

Summary

Food proteins are a source of peptides that have regulatory and modulatory functions in humans and can be used for disease prevention as
nutraceuticals, functional food ingredients or pharmaceuticals. Therefore, interest in identification and characterization of bioactive peptides derived
from animal and plant food proteins has been increasing in recent years. Bioactive peptides in depending on their structural properties possess
different activities, often multifunctional: antihypertensive, anticancer, antioxidant, immunomodulatory, antimicrobial or hypocholesterolemic.
Based on current literature, this work presents a comprehensive account of advances in antihypertensive peptides derived from food proteins.

Keywords:
Bioactive peptides, ACE inhibitory, food proteins

Wykaz skrotow:

ACE - enzym konwertujacy angiotensyneg I

ACEI - inhibitor enzymu konwertujacego angiotensyne I
RAA - ukfad renina-angiotensyna-aldosteron

horoby ukladu sercowo-naczyniowego, w tym

rowniez nadci$nienie tetnicze, stanowig glo-

balny problem zdrowotny, dotyczacy ok. 30%
dorostej populacji w krajach rozwinietych i rozwijajg-
cych si¢. Nadci$nienie jest chorobg wieloczynnikows
i pomimo licznych badan jego patogeneza nie zostala
do konca poznana. W fizjologicznej regulacji ci$nienia
tetniczego krwi istotng role odgrywa dzialanie uktadu
renina-angiotensyna-aldosteron (RAA), a zaburzenia
na poziomie funkcjonowania poszczegdlnych czynni-
kéw tego uktadu skutkuja zaburzeniami ci$nienia tet-
niczego krwi [1, 2].
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Funkcje poszczegolnych czynnikow ukladu RAA

Pierwszym enzymem ukladu RAA jest renina, prote-
aza wytwarzana i magazynowana w komoérkach aparatu
przyktebuszkowego nerek. Enzym ten katalizuje reakcje
odszczepienia od angiotensynogenu dekapeptydu (an-
giotensyny I), ktéry w nastgpnym etapie jest przeksztal-
cany przez enzym konwertujacy angiotensyne (ACE) do
aktywnego biologicznie oktapeptydu (angiotensyny II).
Angiotensyna IT wplywa pobudzajgco na receptor btono-
wy angiotensyny I, powodujgc tym samym zwigkszenie
ci$nienia tetniczego krwi. Angiotensyna II uwalniana do

krazenia systemowego, jak i wytwarzana in situ w wielu



tkankach, pobudza sekrecje¢ aldosteronu w korze nad-
nerczy oraz obkurcza mie$niowke gtadka naczyn krwio-
no$nych, co prowadzi do wzrostu ci$nienia tetnicze-
go krwi, a to w konsekwencji niekorzystnie wptywa na
$rodbtonek naczyniowy oraz miesien sercowy.
Angiotensyna II powoduje dysfunkcje srédbtonka, nasi-
lenie stresu oksydacyjnego, przyczynia si¢ do pekniecia
blaszki miazdzycowej, przyspiesza tez apoptoze komorek
migsénia sercowego. Ponadto przyczynia si¢ do zwigksze-
nia insulinoopornosci tkankowej [3].

Aldosteron wytwarzany gléwnie przez warstwe kle-
buszkowata nadnerczy jest ostatnim ogniwem ukltadu
renina-angiotensyna-aldosteron. Hormon ten, oprocz
pelnienia istotnej roli w regulacji gospodarki wodno-
-elektrolitowej, moze réwniez dysfunkcyjnie wplywaé na
uktad sercowo-naczyniowy niezaleznie od angiotensyny
11 [4, 5].

UKLAD RENINA-ANGIOTENSYNA-ALDOSTERON

Angiotensynogen

Clinical Chemistry Line

a takze inaktywuje bradykining w krwioobiegu. Glow-
nym zrédlem tego enzymu w surowicy jest konwertaza
angiotensyny I produkowana przez pluca. Hamowanie
aktywnos$ci enzymoéw ukladu RAA jest szeroko wyko-
rzystywane w leczeniu nadci$nienia tetniczego, chorob

sercowo-naczyniowych i choréb nerek.

Inhibitory ukladu renina-angiotensyna-aldosteron

Jedno z najwazniejszych osiggnie¢ wspolczesnej farma-
koterapii nadci$nienia tetniczego to wprowadzenie lekow
hamujacych aktywnos¢ ACE, co prowadzi do zmniej-
szenia stezenia angiotensyny II we krwi. W warunkach
tizjologicznych, angiotensyna II podnosi ci$nienie tet-
nicze krwi, gléwnie na skutek skurczu miesni gtadkich
w $cianie naczyn krwiono$nych oraz przez stymulacje
wydzielania aldosteronu. Zahamowanie wydzielania al-

dosteronu powoduje zablokowanie resorpcji zwrotnej

UKLAD KALIKREINA-KININY
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Ryc.1. Rola enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE) w regulacji ci$nienia krwi [6]

Kluczowa role w regulowaniu ci$nienia krwi odgrywa
enzym konwertujacy angiotensyne I (ACE, E.C.3.4.15.1)
nalezacy do grupy metalopeptydaz cynkowych. ACE ka-
talizuje konwersje¢ angiotensyny I do angiotensyny II, wy-

kazujaca silne dzialanie zwezajace naczynia krwionosne,

jonow Na* w kanaliku dalszym nerki, i co za tym idzie
zwigkszenie ich wydalania razem z woda, czyli dziatanie
moczopedne i hipotensyjne. Hamowanie syntezy angio-
tensyny II powoduje zatem spadek cis$nienia tetnicze-

go. Réwnoczesnie zwigksza sie poziom angiotensyny I,
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ktéra powoduje zwiekszenie rozkurczajacego wplywu
tlenku azotu na naczynia krwionosne, co warunkuje
réwniez dzialanie przeciwmiazdzycowe i ochronne na
naczynia. Dzialanie inhibitoréw ACE powoduje takze
zahamowanie rozkladu bradykininy (wykazujacej dzia-
tanie rozszerzajace naczynia) do nieaktywnych metabo-
litéw. Sugeruje si¢ rowniez, ze inhibitory konwertazy an-
giotensyny I moga dziala¢ modyfikujaco na aktywnosé
niektérych genéw odpowiedzialnych za onkogeneze, ha-
mowac proliferacje i inwazj¢ komdrek nowotworowych,
migracje komorek srédblonka, angiogeneze, spowalniaé
wzrost guza i powstawanie przerzutéow [7]. W latach 90.
na rynku farmaceutycznym pojawity sie leki blokuja-
ce receptory angiotensyny II. Zwigkszyly one znaczaco
mozliwosci terapii nadci$nienia tetniczego ze wzgledu
na duzg skuteczno$¢ hipotensyjng i bardzo dobra tole-
rancje¢ przez pacjentéow [8]. Mozliwos¢ hamowania ak-
tywnosci reniny zapoczatkowujacej kaskade procesow
enzymatycznych prowadzacych do powstania angio-
tensyny II budzila od wielu lat duze zainteresowanie
licznych o$rodkéw badawczych. Inhibitory ACE odzna-
czajg sie nie tylko dzialaniem hipotensyjnym, antyproli-
ferencyjnym, nefroprotencyjnym, ale réwniez przeciw-
zakrzepowym. Na podstawie przeprowadzonych badan
zaobserwowano réwniez, ze zastosowanie peptydowych
inhibitoréw ACE u chorych z nadci$nieniem tetniczym
zwigksza wrazliwo$¢ na insuline, zmniejsza tez ryzyko
wystapienia cukrzycy u oséb z chorobg serca [3]. Ich
wlasciwosci wynikajg ze skomplikowanego mechanizmu
dzialania i wplywu na jeden z najistotniejszych ukladow
hormonalnych w ukladzie krazenia. Niezwykle waznym
argumentem przemawiajgcym za udzialem ukladu RAA
w patogenezie samoistnego nadci$nienia tetniczego sa
efekty lecznicze uzyskane blokerami tego ukfadu [9].

Obecnie na rynku farmaceutycznym istnieje szereg syn-
tetycznych inhibitoréw ACE stosowanych w leczeniu
nadcis$nienia t¢tniczego, w tym leki moczopedne, inhi-
bitory receptoréw adrenergicznych, leki rozszerzajace
naczynia krwionosne, blokery kanalu wapniowego, an-
giotensyny II, jak réwniez inhibitory konwertazy angio-
tensyny (inhibitory ACE). Pomimo, iz nadci$nienie moze
by¢ regulowane przez liczne srodki farmakologiczne, ta-
kie jak: kaptopryl, lizinopryl czy enalapril, to substancje
te moga powodowac niepozadane efekty uboczne, takie
jak: kaszel, zaburzenia smaku, zaburzenia czynnosci ne-
rek, obrzek naczyniopochodnych, hiperkaliemia, hipo-
tonia ortostatyczna oraz zawroty gtowy [10]. Dlatego tez

prowadzone sg badania nad nowatorskimi, bezpieczny-
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mi i ekonomicznymi inhibitorami ACE, ktére réwniez
jako skladniki diety moga przyczyni¢ si¢ do przeciw-
dzialania i leczenia chordéb uktadu krazenia [11]. Wéréd
tych zwigzkow szczegdlng role z uwagi na ich wysoka
skuteczno$¢ i niska toksyczno$é, pelnig peptydy o wia-

sciwos$ciach przeciwnadcisnieniowych [12].

Peptydowe inhibitory konwertazy angiotensyny I (ACEI)
W zaleznosci od sposobu hamowania enzymu konwer-
tujgcego angiotensyne I, w warunkach in vitro, peptydo-
we inhibitory mozna podzieli¢ na cztery grupy. Peptydy
pochodzace z bialek zywnosci sg najczgsciej inhibito-
rami kompetycyjnymi ACE, ale mogg rowniez wykazy-
waé niekompetycyjny, akompetycyjny czy tez mieszany
charakter inhibicji. Natomiast w zaleznosci od rezul-
tatow otrzymanych w oparciu o zmiany w aktywnosci
hamujacej ACE po hydrolizie peptydéow przez ACE lub
po trawieniu w przewodzie pokarmowym in vivo, pep-
tydy hamujace ACE moga by¢ typu: prawdziwy inhibi-
tor (aktywno$¢ hamujaca ACE pozostaje niezmieniona),
pro-lek (zwigkszona aktywno$¢ hamujaca ACE) lub
substrat (zmniejszona aktywnos¢ hamujaca ACE). Ba-
dania poswiecone wplywowi struktury peptydéw na ich
aktywno$¢ hamujaca wobec ACE wykazaly, ze oddzia-
tywanie enzym-inhibitor silnie zalezy od konformacji
peptydu, jak i udzialu aminokwaséw hydrofobowych
w C-koncowej sekwencji (np. Pro, Trp, Phe i Tyr) jak
i aminokwasoéw alifatycznych w N-koncowym fragmen-
cie peptydéw (np. Leu, Ile, Val). Ponadto, aminokwasy
z dodatnim tadunkiem przy grupie e-aminowej (np. Arg
i Lys) w znacznym stopniu przyczyniajg si¢ do hamowa-
nia ACE [13].

Peptydowe inhibitory ACE stanowia dos¢ liczng grupe
zwiazkow, otrzymywanych w wyniku hydrolizy biatek
zywnoéci pochodzenia roélinnego (np. biatka grochu,
fasoli, ciecierzycy), zwierzgcego (np. kazeina mleka, lak-
talbumina, biatko jaja kurzego, bialko migéni lososia)
czy tez morskiego [14]. Najlepiej poznanym ich zrédlem
s biatka mleka, roslin straczkowych, jak rowniez orga-
nizmdéw morskich [15, 16, 17, 18]. Ze wzgledu na dzia-
tanie przeciwnadci$nieniowe, przeciwcukrzycowe, prze-
ciwkrzepliwe, hipocholesterolemiczne, obnizajace mase
ciala oraz antyoksydacyjne oczyszczone, biologicznie
aktywne peptydy moga znalez¢ zastosowanie w profi-
laktyce i leczeniu chordb ukladu sercowo-naczyniowego
jako sktadniki zywnosci funkcjonalnej oraz farmaceuty-

kéw.
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Czynniki wplywajace na wiarygodnos¢
oznaczen lipidowych

FACTORS INFLUENCING RELIABILITY OF LIPID TESTING

Wieslaw Piechota

Streszczenie

Znaczenie dokladnych pomiaréw lipidéw jest dobrze poznane ze wzgledu na

ich role jako czynnikéw ryzyka choroby niedokrwiennej serca i innych cho- Adres kontaktowy:

réb o podiozu miazdzycowym. Stezenie cholesterolu catkowitego i cholesterolu Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej
LDL jest mocno skorelowane z czgstoscia wystepowania choréb sercowo-na- . .
czyniowych w populacji ogélnej. Oznaczenia cholesterolu sg takze wykorzysty- Wojskowry Instytut Medyczny w Warszawie
wane w monitorowaniu leczenia statynami. Istnieje wiele czynnikéw majacych ul. Szaserow 128

wplyw na wiarygodnos¢ oznaczen lipidowych. Dominujg czynniki przed-ana- 04-141 Warszawa

lityczne powodujace 2/3 calkowitej zmiennoéci stezen lipidow. Jesli czynniki te tel. 22 681-72-51

nie zostang wyeliminowane lub znacznie ograniczone, wowczas wyniki ozna-

czen lipidowych nie beda przydatne do oceny ryzyka sercowo-naczyniowego.

Najwazniejszymi czynnikami s dobor wlasciwego czasu pobierania krwi oraz

procedury pobierania (szczegdlnie jesli do analiz majg by¢ wykorzystane probki pobrane na czczo). Wybér czasu jest wazny, poniewaz zachodzg
zmiany w homeostazie lipidowej zwigzane z chorobami o ostrym przebiegu lub stresem, cigzg, zmianami diety powodujacymi szybki spadek lub
wzrost masy ciala, zmianami spozycia nasyconych kwasoéw tluszczowych. Spoczynek przed pobraniem krwi, pozycja ciata, czas uzycia stazy moga
wywiera¢ znaczny wplyw na stezenie lipidéw w surowicy (osoczu) i powinny by¢ wystandaryzowane. W préobkach pobranych nie na czczo wystgpuje
popositkowa hipertriglicerydemia. Endogenna hipertriglicerydemia takze stwarza trudnosci, kiedy stosuje si¢ metod¢ posrednia (wzér Friedewalda)
do obliczania stezenia LDL-C, falszywie obnizajac st¢zenie LDL-C, co skutkuje niedoszacowaniem ryzyka sercowo-naczyniowego. Blad ten moze
by¢ wyeliminowany przez zastosowanie bezposrednich metod oznaczania LDL-C. Inne substancje endogenne takie jak bilirubina, hemoglobina
(hemoliza) nie wplywaja istotnie na wyniki generowane przez wspélczesne metody enzymatyczne. Hormony tarczycy, hormony plciowe i alkohol
wyraznie wplywaja na metabolizm lipidow. Zmienno$é¢ analityczna i blad systematyczny, kazdy do wielko$ci 4%, nie powoduja powstania niedopusz-
czalnego btedu calkowitego oznaczenia LDL-C. Bezposrednie metody oznaczania cholesterolu LDL powinny by¢ stosowane u pacjentéw z wysokim
ryzykiem, szczegdlnie tych z hipertriglicerydemia.

Abstract

Factors influencing reliability of lipid testing

The importance of accurate lipid determination is well established because of their role as risk factors of ischemic heart disease and other atherosclerotic
conditions. Serum total cholesterol and LDL-cholesterol are strongly correlated with frequency of the cardiovascular diseases in general population.
Cholesterol determinations are also used in monitoring therapy with statins. There are many factors that influence reliability of lipid testing. Pre-
analytical factors dominate as they cause about 2/3 of total variation in lipid levels. If these factors are not eliminated or significantly reduced they
may render results unsuitable for the risk evaluation. The most important factors are timing of blood collection, and procedures used for this
purpose (especially if fasting samples are to be used for analysis). Timing is important because physiological changes occur when the individuals
steady-state concentrations change , through acute illness or stress, pregnancy, dietary changes that result in quick weight loss or gain, or changes
in saturated fatty acids intake. Rest before taking blood, posture, and time of applying stasis can all exert significant influence on serum (plasma)
lipids and should be standardized. Nonfasting samples are influenced by postprandial hypertrigliceridemia. Endogenous hypertrigliceridemia can
also pose a problem when indirect method (Friedewals formula) is used for LDL-C calculation, falsely lowering LDL-C levels which results in
underestimation of cardiovascular risk. Such an error can be eliminated by using direct methods of LDL-C determination. Other endogenous factors
such as bilirubin, haemoglobin (haemolysis) do not affect significantly results generated by modern enzymatic methods. Thyroid hormones, sex
hormones, and alcohol distinctly influence lipid metabolism. Analytical variation and systematic error up to 4% each do not cause unacceptable total
error of LDL cholesterol determination. Direct methods for LDL cholesterol measurements should be used in high risk patients, especially those
with hypertriglyceridemia.

aga oznaczen lipidéw w surowicy krwi jest zna- roby wienicowej oraz innych choréb sercowo-naczyniowych
na i doceniana od dawna ze wzgledu na udo- o podlozu miazdzycowym. Od wielu dekad tez wiadomo, iz
wodniong ponad wszelkg watpliwo$¢ atero-  to frakcja lipoprotein o niskiej gestosci LDL, zawierajaca naj-
gennos¢ niektdrych z nich, a przede wszystkim cholesterolu.  wiecej cholesterolu (rzedu 70% cholesterolu catkowitego) jest
Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi jest wy- najbardziej miazdzycorodna. Zatem cholesterol tej frakeji na-

raznie dodatnio skorelowane z czgstoscig wystepowania cho-  lezy takze bra¢ pod uwage w ocenie ryzyka sercowo-naczynio-
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wego. Istniejace algorytmy oceny tego ryzyka i rekomendacje
dotyczace jego redukcji uwzgledniaja cholesterol calkowity
i/lub cholesterol LDL (LDL-C). W zalezno$ci od nasilenia in-
nych czynnikow ryzyka interpretuje sie stezenie cholesterolu
calkowitego i cholesterolu LDL jako pozadane (optymalne)
lub w przeciwnym przypadku formutuje si¢ wartos¢ stezenia
docelowego (w przypadku leczenia). Algorytmy szacowania
ryzyka sercowo-naczyniowego z udziatem stezen cholesterolu
w surowicy krwi i wynikajace z nich zalecenia publikowane sa
przez kardiologiczne towarzystwa naukowe [1, 2].
Cholesterol oznaczany jest takze rutynowo w innej frakeji
lipoprotein — w lipoproteinach o wysokiej gestosci (HDL).
Zawartos¢ cholesterolu tej frakeji (HDL-C) zalezy od sze-
regu ztozonych proceséw zwigzanych z tzw. odwrotnym
transportem cholesterolu (tj. z tkanek na obwodzie do wa-
troby). Wysokie stezenie cholesterolu tej frakcji w surowi-
cy krwi zwigzane jest z obnizonym ryzykiem miazdzycy
i chordb uktadu krazenia na jej podlozu i odwrotnie. Ten
znany od dawna z badan epidemiologicznych fakt uwzgled-
niony zostal ostatnio przez Europejskie Towarzystwo Kar-
diologiczne w ocenie 10-letniego ryzyka zgonu z powodu
choréb sercowo-naczyniowych o podtozu miazdzycowym
w postaci dodatkowych tabel ryzyka (SCORE) zawieraja-
cych rézne stezenia tego analitu [3].

Innym skladnikiem lipidowym oznaczanym rutynowo w labo-
ratoriach medycznych sg triglicerydy. Ich znaczenie, jako nie-
zaleznego czynnika ryzyka choroby wienicowej, jest mniejsze
niz cholesterolu. Triglicerydy, chociaz s3 uznawane za niezbyt
mocny predyktor choroby niedokrwiennej serca, odgrywaja
role jako marker zaburzen gospodarki lipidowej - pierwotnych
i wtornych hipertriglicerydemii. Te ostatnie sg znacznie czestsze
w populagji, chocby dlatego, ze obecne s3 w zespole metabo-
licznym i cukrzycy typu 2. Hipertriglicerydemii bardzo czesto
towarzyszy obnizone stezenie cholesterolu HDL.
Wiarygodnos¢ oznaczen lipidéw ma istotne znaczenie zaréwno
w prewengji pierwotnej jak i wtérnej miazdzycy i jej klinicznych
konsekwencji, gtéwnie w postaci choroby niedokrwiennej ser-
ca i zawalu miesnia sercowego. Nieoptymalny wynik oznacze-
nia cholesterolu (w Polsce okofo polowa populacji ma stezenia
powyzej granicznej wartosci 200 mg/dl) oznacza, przy racjo-
nalnym postepowaniu, odpowiednie ograniczenia dietetyczne
oraz u niematego odsetka osob leczenie hipolipemizujace sta-
tynami praktycznie przez cate zycie (podobnie jak nadcisnienia
tetniczego). Leczeniu statynami podlegaja praktycznie wszyscy
pacjenci z rozpoznang chorobg niedokrwienng serca i innymi
chorobami uktadu krazenia spowodowanymi miazdzyca. In-
tensywnos$¢ leczenia statynami (ich dawkowanie) tych pacjen-
tow zaklada uzyskanie docelowych stezen cholesterolu LDL
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70 mg/dllub mniejszych, a jeli to niemozliwe zaleca si¢ obnize-

nie stezenia LDL-C o 50% warto$ci wyjsciowe;.

Czynniki przedlaboratoryjne i przedanalityczne
Wiarygodnos¢ oznaczen lipidéw zalezy od wielu czynni-
kéw, z ktorych na poczesne miejsce wysuwaja si¢ czynni-
ki przedlaboratoryjne i przedanalityczne. Znaczenie tych
czynnikow jest w pewnej mierze uzaleznione od stosowa-
nych metod oznaczania lipidéw i celow, jakim te oznacze-
nia stuzg. Jesli celem jest diagnostyka zaburzen lipidowych
(hiperlipidemii, dyslipidemii) wowczas oznacza si¢ kom-
pletny profil lipidowy, tj. cholesterol catkowity, triglicerydy
oraz cholesterol HDL.

Wykonanie petnego profilu lipidowego wymaga 12 godzinnej
przerwy w spozywaniu pokarméw poprzedzajacej pobranie
krwi. Pacjent powinien by¢ na czczo, aby unikngé popositkowej
hipertriglicerydemii. Po standardowym positku (ok. 700 kcal)
stezenie triglicerydéw w osoczu krwi wzrasta okofo 50%. Naj-
dogodniejszym czasem pobrania sg zatem godziny poranne (np.
miedzy 7:00 i 9:00). Pozycja ciala pacjenta powinna by¢ wystan-
daryzowana ze wzgledu na rdznice stezen lipidow - w pozycji
siedzacej stezenia te sg okoto 10% wyzsze niz w lezacej. Przeby-
wanie w okreslonej pozycji (najlepiej siedzacej) powinno trwac
pewien czas — minimum 5 minut a idealnie okoto 15 minut; jest
to trudne do osiagniecia, ale mozliwe przy dobrej organizacji
(z wylaczeniem oczywiscie pacjentdw stale lezacych). W czasie
pobierania krwi nie nalezy zbyt dtugo utrzymywa¢ ucisku sta-
zy (najlepiej do 1 minuty); wzrost stezenia lipidow w prébce po
kilkuminutowej aplikacji stazy jest rzedu kilku procent. Nie na-
lezy pobiera¢ probki z zyly fokciowej ramienia, na ktérym przed
chwilg mierzono ci$nienie tetnicze.

Nieodpowiedni okres czasu, w ktorym pobiera si¢ probki
na badania lipidowe moze takze obniza¢ warto$¢ interpre-
tacyjng wyniku, nawet jesli wynik jest poprawny analitycz-
nie. Przykladem tego jest przejSciowe obnizenie stezenia
cholesterolu i triglicerydéw w pierwszych dobach po zawa-
le migs$nia sercowego. Pomiary lipidéw wdowczas co prawda
wiarygodnie okreslajg stezenia lipiddw, jednak nie szacuja
wlasciwie ryzyka, ktére wystapi i moze trwac po ostrej fazie
ostrego zespolu wiencowego (po kilku tygodniach). Obe-
cnie ma to nieco mniejsze znaczenie, gdyz leczenie staty-
nami u pacjentéw hospitalizowanych z powodu zawalu
mie$nia serca rozpoczyna si¢ niezwlocznie niezaleznie od
stezenia lipidow. Ogodlna zasada jest pobieranie probek
od pacjenta stabilnego metabolicznie, tj. z wykluczeniem
ostrej choroby lub stresu, cigzy, zmian dietetycznych po-
wodujacych szybka zmiane masy ciala oraz szybka zmiane

zawarto$ci kwaséw nasyconych w diecie [4]. Wiarygodnie
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analitycznie wyniki, ale nie w pelni miarodajne w ocenie
efektow leczenia, mozna uzyskaé wskutek zbyt wczesne-
go, po rozpoczeciu leczenia, wykonaniu analiz lipidowych
(miarodajna ocena w przedziale 4-12 tygodni od poczat-
ku leczenia lub zmiany dawki leku). Dotyczy to w jeszcze
wigkszym stopniu wdrozonego leczenia dietetycznego.

Na wyniki oznaczen lipidéw moga mie¢ wplyw substan-
cje egzogenne, glownie leki. Wplyw ten moze polega¢ na
dzialaniu bezposrednim - in vitro lub na posrednim - po-
przez wplyw na metabolizm. Poza oczywistym wplywem
lekéw hipolipemizujacych jak statyny, fibraty, kwas nikoty-
nowy inne leki, gtéwnie hormonalne, majg okreslony wptyw
na stezenia lipidow. Doustnie podawane estrogeny obni-
zaja stezenie LDL-C i zwigkszaja stezenia HDL-C oraz tri-
gliceryddw. Androgeny i progestageny obnizajg stezenie
HDL-C [5]. Tyroksyna obniza stezenie cholesterolu catkowi-
tego i LDL-C [6]. Oczywiste sa takze interferencje z oznacze-
niami lipidéw powstale w toku leczenia pozajelitowego (wptyw
egzogennych lipidéw np. (Intralipid). Potencjalny wplyw kwa-
su askorbinowego (jako reduktora dzialajacego bezposrednio)
jest nieistotny az do jego stezenia 3 mg/dl. Diuretyki tiazydowe
powoduja wzrost stezenia cholesterolu catkowitego i LDL-C.
Niektore beta-blokery wywotuja wzrost stezenia cholesterolu
catkowitego i zmniejszenie poziomu cholesterolu HDL. Etanol
jest czestym czynnikiem egzogennym wplywajacym na steze-
nia lipidéw we krwi: zwieksza stezenie triglicerydéw oraz, przy
przewleklym spozywaniu, cholesterolu HDL.
Rekomendowanym materialem do oznaczen lipidow jest
surowica uzyskana po minimum 30 minutach wykrzepia-
nia w temperaturze pokojowej i odwirowaniu prébki. Do-
puszczalnym materialem jest takze osocze (pobranie do
probowki z EDTA), ale wowczas, aby uzyska¢ wyniki do
poréwnan z rekomendacjami (odnoszacymi si¢ do suro-
wicy) nalezy je przemnozy¢ przez faktor 1,03. Dotyczy to
cholesterolu, LDL-C i triglicerydéw, i wystepuje wskutek
efektu osmotycznego wywieranego przez EDTA na krwin-
ki (efekt rozcienczenia). Osocze powinno by¢ uzyskane
przez mozliwie najszybsze odwirowanie pobranej probki
krwi. Jesli w tej samej probce zlecona jest glukoza, oddzie-
lenie krwinek od osocza powinno nastgpi¢ nie pdzniej niz
20-35 minut od pobrania krwi. Oznaczenia lipidéw najle-
piej wykona¢ w dniu pobrania probki. Dopuszczalne jest
przechowywanie od 3 do 4 dni przed wykonaniem analizy
w temperaturze 4°C pod warunkiem zabezpieczenia prob-
ki przed parowaniem (szczelne zamkniecie). W temperatu-
rze — 20°C lipidy w prébce stabilne sg przez wiele miesigcy
aw temperaturze -70°C przez wiele lat [4] (nalezy zabezpie-

czy¢ probke przed liofilizacja).
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Wplyw substancji endogennych na wiarygodno$¢ oznaczen
lipidowych wykonywanych metodami enzymatycznymi
z pomiarem spektrofotometrycznym lub kolorymetrycz-
nym jest ograniczony [7]. Poza zmg¢tnieniem spowodowa-
nym hipertriglicerydemig, moze wystapi¢ hemoliza wsku-
tek niewlasciwego pobrania lub obchodzenia si¢ z prébka.
Jednakze metody enzymatyczne sa ,odporne” na wplyw
hemolizy i nie wywiera ona istotnego wplywu do stezen
hemoglobiny siegajacych 5-6 g/l. Powyzej tego progu me-
tody bezposrednie mogg zawyza¢ wyniki LDL-C o okolo
10% [8]. Hiperbilirubinemia nie wywiera istotnego wply-
wu na wyniki oznaczen lipidéw do st¢zenia bilirubiny oko-
to 40 mg/dl. Powyzej tej wartosci oznaczanie stezenia moga
by¢ nizsze niz faktyczne o okolo 5%. Kwas askorbinowy nie

przeszkadza w oznaczeniach lipidowych.

Czynniki analityczne

Do niedawna zdecydowana wigkszo$¢ laboratoriow me-
dycznych okreslala stezenie cholesterolu LDL w sposéb po-
$redni, wykorzystujac wzor Friedewalda. U pacjentow z hi-
pertriglicerydemia powoduje to z reguly niedoszacowanie
LDL-C (co najmniej o okoto 10%). Takie niedoszacowanie
moze doprowadzi¢ do zaszeregowania pacjenta do niewla-
$ciwej (nizszej) grupy ryzyka [9,10]. W zakresie stezen tri-
glicerydéw 250-400 mg/dl btad oznaczenia LDL-C uzna-
wano do niedawna za niezbyt duzy, ale jego rola rosnie,
gdy zawartos¢ cholesterolu w LDL jest w poblizu wartosci
decydujacych o wdrozeniu leczenia lub jego intensyfikacji
(ryc.1). Natomiast powyzej 400 mg/dl niedoktadnos¢ staje
sie znaczaca. W celu pokonania tej niedogodnosci opra-
cowano metody bezposredniego oznaczania LDL-C, bez
potrzeby izolowania tej frakcji z badanej probki. Bezpo-
$rednia metoda zapewnia wigkszg dokladno$¢ oznaczania
LDL-C réwniez dlatego, iz nie dochodzg tu do glosu nie-
precyzyjnosci okreslania trzech sktadnikéw lipidowych po-
trzebnych w formule Friedewalda. W metodach bezposred-
nich stezenie triglicerydéw w prdobce rzedu 1000-1200 mg/dl
nie powoduje istotnej interferencji w oznaczeniu LDL-C.
Jesli stezenie to jest wyzsze, probke nalezy rozcienczy¢ sola
fizjologiczng i po ponownym oznaczeniu przemnozy¢ wy-
nik przez wspolczynnik rozcienczenia.

Znaczna cze$¢ oznaczen lipidow stuzy do monitorowania
leczenia lekami hipolipemizujgcymi, prawie wylacznie
statynami, obnizajacymi nasilenie hipercholesterolemii
poprzez hamowanie syntezy cholesterolu w watrobie. Do
takiego monitorowania wystarczy oznaczenie cholesterolu
LDL metodg bezposrednig w prébce pobranej w dowolnym

czasie. Dotyczy to rowniez probek, w ktdérych zlecone jest
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Ryc. 1. Zaleznos¢ odsetka zanizonych wynikéw LDL-C od stezenia triglicerydéw w probce (adaptacja wg Martin S., ] Am Coll Car-

diol. 2013; 62, 732-739

oznaczenie cholesterolu catkowitego i cholesterolu HDL,
gdyz zmiany po positku i zmienno$¢ okotodobowa jest tu
nieznaczna i nie wplywa istotnie na interpretacje wynikow.
Ma to praktyczne znaczenie, gdyz niemala liczba pacjentéow
leczonych w trybie gléwnie ambulatoryjnym trafia do la-
boratoriéw w godzinach popotudniowych i z reguly nie na
czczo. Oznaczanie cholesterolu calkowitego i HDL-C réw-
niez w prébkach pobranych w dowolnym czasie umozliwia
okreslenie tzw. cholesterolu nie-HDL. Parametr ten zdaje si¢
by¢ bardziej skorelowany z ryzykiem choroby wiericowej niz
LDL-C, ale znajomos¢ jego interpretacji wérdd klinicystow
jest ograniczona [11]. W roku 2014 brytyjskie towarzystwa
naukowe zajmujgce si¢ prewencja chordb sercowo-naczynio-
wych rekomendowaly oznaczanie cholesterolu catkowitego
i cholesterolu HDL w przygodnych probkach (niekoniecznie
na czczo) oraz szacowanie ryzyka sercowo-naczyniowego
na podstawie cholesterolu nie-HDL [12]. Parametr ten jest
dobrze skorelowany ze stezeniem apolipoproteiny B (apoB)
jedynego biatkowego skfadnika LDL i lepiej odzwierciedla
liczbe czastek LDL niz cholesterol tej frakeji.

Monitorowanie terapii powinno odbywac¢ sie z wykorzy-
staniem tej samej metody. Dokladno$¢ oznaczen LDL-C
moze si¢ nieco zmieni¢ w toku terapii w zwigzku ze zmia-
nami wla$ciwosci lipoprotein w jej toku [13]. Dotyczy to

réwniez metod bezposrednich. Duze zmiany we frakcjach

lipoprotein i dystrybucji lipidéw pomiedzy frakcje, np.
w hiperlipidemii typu III powodujg znaczny bfad ozna-
czenia LDL-C réwniez metoda bezposrednia. Niemia-
rodajne wyniki oznaczenia LDL-C moga by¢ uzyskane
w bardzo rzadkich przypadkach gammapatii, w szczegol-
no$ci monoklonalnej typu IgM (makroglobulnemia Wal-
derstréma).

Na wyniki oznaczen lipidowych w toku obserwacji tego sa-
mego pacjenta wplywa w zauwazalny sposéb biologiczna
zmiennos$¢ wewnatrzosobnicza. W przypadku cholesterolu
catkowitego wynosi ona $rednio okoto 6%, ale u niektérych
pacjentow nawet 11% [14].

Wiarygodnos¢ oznaczen lipidow zalezy takze w oczywisty
sposoéb od precyzji i dokladnosci odpowiednich metod
analitycznych. Metody enzymatyczne oznaczania cho-
lesterolu i triglicerydéw poprawily swoistos¢ analitycz-
na a metody bezposrednie oznaczania LDL-C i HDL-C
umozliwily automatyzacje¢ calego procesu analitycznego
i tym samym osigganie dobrej precyzji. Wymagana pre-
cyzja oznaczen cholesterolu catkowitego i frakcji LDL
wyrazona wspolczynnikiem zmiennosci (CV) wyno-
si odpowiednio 3% i 4%; te same warto$ci odnosza si¢
do bledu systematycznego [15]. Tolerowana nieprecy-
zyjnos¢ stanowi wigc okolo polowy zmiennosci biolo-
gicznej tych lipidéow [16]. Dopuszczalny blad catkowity
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Ryc. 2. Wyglad prébki z hipertriglicerydemia (z prawej strony)

wynosi dla cholesterolu 8,9% a dla cholesterolu LDL 12%.
Sa to wartosci osiggalne w laboratoriach wykorzystu-
jacych wspoétczesne metody oznaczania lipidow, w tym
metody bezposdrednie i automatyczne analizatory. Ozna-
czanie cholesterolu LDL metodami bezposrednimi jest
najbardziej wskazane u pacjentéw z wysokim ryzykiem
choréb sercowo-naczyniowych lub ich powiklan, w tym
pacjentow leczonych statynami oraz pacjentéw z hipertri-

glicerydemia.

Podsumowanie
Zmienno$¢ przedanalityczna stanowi okolo 2/3 zmien-
nosci catkowitej obserwowanej w toku badania sktadni-

kéw lipidowych surowicy (osocza) krwi. Jej zmniejsze-
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nie poprzez odpowiednie przygotowanie pacjenta przed
pobraniem krwi i standaryzacje warunkéw pobrania, ma
kluczowe znaczenie dla wiarygodnos$ci oznaczen lipidow.
Jesli nie ma potrzeby oznaczania triglicerydéw, probka do
oznaczania cholesterolu catkowitego i cholesterolu HDL
moze by¢ pobrana w dowolnym czasie i pacjent nie musi
by¢ na czczo. To samo odnosi si¢ do oznaczania chole-
sterolu LDL pod warunkiem stosowania metod bezpo-
$rednich. Te ostatnie sa szczegdlnie przydatne do moni-
torowania leczenia hipercholesterolemii, gdyz zapewniaja
wiekszg precyzje oznaczania cholesterolu LDL niz wy-
liczanie go z formuly Friedewalda na podstawie trzech
oznaczen lipidowych. Moze to, oprocz zapewnienia wigk-
szej wygody badanemu, mie¢ takze wymiar ekonomiczny.
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Warto wiedzieé

Czy oznaczenia hemoglobiny glikowanej moga by¢ czyn-

nikiem prognostycznym chordb sercowo-naczyniowych

Wyniki zostaly opracowane w oparciu o dane uzyskane z 73
badan prospektywnych, obejmujacych 294 998 oséb, ktdre
w chwili rozpoczecia obserwacji nie zgtaszaty ani cukrzycy,
ani chordb sercowo-naczyniowych. Badania prowadzono
$rednio przez okres 9,9 lat (7,6 — 13,2).

Obserwowano 20 840 incydentéw zaréwno zakonczonych
zgonem, jak i powrotem do zdrowia, w tym 13 237 przypad-
kéw ostrych epizodow wienicowych i 7 603 udardéw. Wyniki
oznaczen HbA,_ dodawane do innych uznanych czynni-
kow ryzyka, jak cholesterol, triglicerydy i eGFR nie powo-
dowaly istotnych zmian, ktére znalaztyby odzwierciedlenie
w reklasyfikacji wedtug klasycznych kategorii 10 letniego
ryzyka (SCORE ang. Systematic COronary Risk Evaluation
- skala oceny ryzyka sercowo-naczyniowego). Minimalne
zmiany sg poréwnywalne do uzyskanych przy dodaniu jako
czynnika ryzyka stezenia glukozy.

Glycated hemoglobin measurement and prediction
of cardiovascular disease. JAMA 2014

Non-HDL cholesterol

Cholesterol non-HDL nie jest wyliczany w ramach wynikéw
tzw. profilu lipidowego w Polsce. Stanowi on réznice pomig-
dzy stezeniem cholesterolu catkowitego a stgzeniem rutyno-
wo oznaczanego cholesterolu HDL i odzwierciedla zawartos¢
cholesterolu we wszystkich aterogennych frakcjach. W skfad
tych frakcji poza LDL wchodzi réwniez VLDL, Lp(a) a tak-
ze tzw. frakcje posrednie. W oparciu o ogromng baze danych
parametrow lipidowych oznaczanych w Stanach Zjednoczo-
nych w latach 2009-2011 (ponad 1 milion) i poréwnywanych
z wynikami uzyskanymi przy rozdziatach frakcji w oparciu
o ultrawirowanie wykazano, ze w oparciu o non-HDL chole-
sterol istotny procent pacjentéw ulegt reklasyfikacji do wyzszej
klasy ryzyka lub koniecznosci intensyfikacji terapii. Dotyczyto
to 0sob z relatywnie niskimi warto$ciami LDL-ch przy pod-
wyzszonych stezeniach triglicerydéw. Przyktadowo 22% pa-
cjentdw ze stezeniem LDL-ch ponizej 70 mg/dl i triglicerydéw
w granicach 150-200 mg/dl miato non-HDL cholesterol po-
wyzej 100 mg/dl. Michael Cobble w artykule publikowanym
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w J. Amer. College of Cardiology we wrzes$niu 2013 zaleca
réwnoleglte podawanie zaréwno stezenia chol-LDL, jak i non-
-HDL z zastrzezeniem, ze te ostatnie powinny by¢ zweryfiko-

wane w odniesieniu do potrzeb klinicznych.

LabMedica International, luty-marzec 2014

Czas przezycia chorych na nowotwory

Czas przezycia chorych na raka jest jednym z kluczowych
parametrow oceniajacych stan opieki zdrowotnej. Zgodnie
zostatnio publikowanymidanymiprogramu EUROCARE-5
(Lancet Oncology), obejmujacymi 29 krajow, w calej Europie
obserwuje sie pomyslng tendencje zmian, z tym ze sg rdznice
pomiedzy Europg Wschodnig a pozostatymi krajami (brak
bardziej sprecyzowanych lokalizacji geograficznych).

W tabeli przedstawiono wzrost odsetka chorych dorostych
przezywajacych 5 lat od chwili rozpoznania. Przykladowe
warto$ci $rednie dla catej Europy. Wartosci dla krajow Eu-

ropy Wschodniej sg o kilka procent nizsze.

Umiejscowienie raka 1999-2001 2005-2007
Gruczol krokowy 73,4% 81,7%
Chtoniaki non-Hodgkin’s 53,8% 60,4%
Jelito grube (odbytnica) 52,1% 57,6%

W latach 2005-2007 najwickszy procent 5-letniej przezy-
walnosci (ponad 80%) stwierdzono w przypadkach raka
jader, tarczycy, gruczolu krokowego i ziarnicy zlosliwej
(Chloniaki typu Hodgkin’s). Najnizszy procent (ponizej
15%) dotyczy raka przetyku, watroby, pluc i trzustki.

Wartosci dla populacji pediatrycznej (0-14 lat) wynosza
76% (1999-2001) i 79% (2005-2007), z tym Ze najwiekszy
wzrost byl w krajach Europy Wschodniej od 65% do 70%,
jednakze nadal odsetek ten jest nizszy w poréwnaniu do
Europy Péinocnej i Srodkowej, gdzie wynosi ponad 80%.
Pozytywne zmiany s3 najbardziej widoczne w odniesieniu
do nowotwordéw krwi u dzieci, ktére stanowig ponad 1/3

wszystkich nowotworéw w tej grupie wiekowe;j.

Opracowano na podstawie:
Cancer survival: Large disparities in Europe. B. Gouget,
LabMedica International, luty-marzec 2014
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