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ZESPOE. METABOLICZNY W ASPEKCIE ZABURZEN
ZWIAZANYCH Z INSULINOOPORNOSCIA

METABOLIC SYNDROME IN AN ASPECT OF INSULINE RESISTANCE

Grazyna Sygitowicz, Dariusz Sitkiewicz

Streszczenie

Zespo6t metaboliczny (ZM) to konstelacja szeregu nieprawidtowosci metabolicznych, prowadzacych do wzrostu
ryzyka chordb sercowo-naczyniowych i cukrzycy typu 2. Na przestrzeni ostatnich 20 lat obserwujemy niemal epide-
mie ZM, narastajacg wraz z wiekiem. Otytos¢ brzuszna i zjawisko insulinoopornosci sa gtéwnymi determinantami
rozwoju zespotu metabolicznego. Otytos¢ zwigzana jest ze stanem zapalnym w nastepstwie generacji prozapalnych
adipokin i wolnych kwaséw ttuszczowych. Interakcja tych molekut ze szlakiem przekazywania sygnatéw po akty-
wacji receptora insulinowego prowadzi do zjawiska insulinoopornosci. Insulinoopornos¢, definiowana jako stabsza
reakcja tkanek na stezenie hormonu, jest gtéwnym patomechanizmem cukrzycy typu 2. Znajomos¢ molekularnych
mechanizmdéw odpowiedzialnych za insulinoopornos¢ jest warunkiem opracowania i wdrozenia postepowania,
ograniczajacego dysfunkcje srédbtonka naczyniowego i zaburzenia metaboliczne, a tym samym pozwalajacego na
redukcje ryzyka choréb sercowo-naczyniowych.

Stowa kluczowe

Zespdt metaboliczny, insulinoopornosé, otytos¢, cukrzyca typu 2, ryzyko sercowonaczyniowe.

Summary

The metabolic syndrome is a cluster of metabolic abnormalities leading to increased risk for cardiovascular diseases
and diabetes type 2. Its prevalence is increasing with aging. There exists actually an epidemic of metabolic syndro-
me. Visceral obesity and the resulting insulin resistance are the major determinant in the development of metabolic
syndrome. Abdominal obesity results in a low grade inflammation mediated by pro-inflammatory molecules as
well as free fatty acids by interfering with the normal insulin signaling pathway leading to insulin resistance. Insulin
resistance is defined as a less than expected biological response to a given concentration of the hormone and it
plays a pivotal role in pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. The characterization of molecular mechanisms in-
volved in the pathogenesis of insulin resistance may help to design efficacious pharmacological molecules to treat
endothelial and metabolic dysfunction associated with insulin resistance states to reduce the cardiovascular risk.
Keywords

Metabolic syndrome, insulin resistance, obesity, diabetes type 2, cardiovascular risk.

Zesp(’)’r metaboliczny (ZM) to konstelacja szeregu nie-
prawidtowosci metabolicznych, ktére coraz czesciej
obcigzajg organizm ludzki, zwtaszcza w dobrze sytu-
owanym spofeczenstwie. Obraz wspdtwystepujgcych
zaburzen charakterystycznych dla zespotu metaboliczne-
go ksztattowat sie na przestrzeni ostatnich 20, a nawet
30 lat. Te zaburzenia metaboliczne $cisle wigzg sie ze
zwiekszonym ryzykiem wystepowania cukrzycy typu 2
oraz czestoscig incydentdw sercowo-naczyniowych,

czyli obcigzeniem kardiodiabetologicznym.

Na czynniki ryzyka zaburzen ukfadu sercowo-naczy-
niowego dogtebnie spojrzat w 1988 roku Reaven (1).
Uznat on, iz wspdtwystepowanie szesciu czynnikdw,
takich jak hiperinsulinemia, insulinoopornos¢, uposle-
dzona tolerancja glukozy, dyslipidemia, nadcisnienie
tetnicze oraz choroba wiencowa, istotnie zwieksza ry-
zyko zgonu sercowego i nazwat ten zespét zaburzen
.Zzespotem X" ze wzgledu na niejasne jeszcze wdwczas
wzajemne zwiazki. Wysunat réwniez przypuszczenie,

ze wspdlnym stanem patofizjologicznym zwigzanym
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zaréwno z zaburzeniami lipidowym, tak istotnymi dla
zespotu metabolicznego (hipetriglicerydemia oraz ni-
skie stezenie cholesterolu frakcji HDL), jak i z nadcisnie-
niem tetniczym jest opornos¢ na insuline.

Kolejne lata przyniosty pewne modyfikacje éwcze-
snego rozumienia pojecia ZM, poszerzajac jego de-
finicje o istotne cechy kliniczne, takie jak zwiekszona
sktonnos¢ do zakrzepdw oraz Srodowisko prozapal-
ne. Jednakze prawdziwg rewolucjg w podejsciu do
tego zaburzenia byfo wysuniecie na pierwszy plan
czesto wystepujacej u pacjentéw nadmiernej masy
ciata w postaci nadwagi czy otytosci, a szczegdlnie
otytosci brzusznej. Powyzsze zmiany w charaktery-
styce zespotu metabolicznego znalazty odzwiercie-
dlenie w kryteriach rozpoznawania ZM.

W 1998 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
po raz pierwszy precyzyjnie okreslita kryteria rozpo-
znania ZM. Jednak ze wzgledu na trudnosci w ocenie
opornosci na insuline w praktyce klinicznej przyjeto kli-
niczna definicje Narodowego Programu Edukacji Cho-
lesterolowej Standéw Zjednoczonych (Adult Treatment
Panel Il — ATP Ill). Najnowsze kryteria ZM przedstawio-
ne przez grupe konsultacyjng International Diabetes
Federation (IDF), ktére uwzgledniajg patofizjologiczne
podtoze obserwowanego wspdtwystepowania nie-
prawidfowosci metabolicznych, pochodzg z czerwca
2005 roku. Zgodnie z definicjg zaproponowang przez
IDF zespo6t metaboliczny diagnozuje sie u oséb, ktére
cechuje:

e otylos¢ brzuszna definiowana jako obwdd w talii
u kobiet 80 ¢cm, zas u mezczyzn 90 cm (w populagji
europejskiej)

oraz wystepujg dwa z czterech nastepujacych czynni-
kéw:

® zwiekszone stezenie triglicerydéw > 150 mg/dl
(u obojga ptci),

® zmniejszone stezenie cholesterolu frakcji HDL

(kobiety < 50 mg/dl, mezczyzni < 40 mg/dl),

e nadcisnienie tetnicze (RR > 130/85 mm Hg),

® zwiekszone stezenie glukozy na czczo > 100 mg/dl,
o lub wczesniej rozpoznana cukrzyca typu 2

lub osoby te sg leczone z powodu wyzej wymienio-

nych zaburzen.

Amerykanskie Stowarzyszenie Endokrynologéw Kli-
nicznych (AACE) w 2003 roku zwrdcito uwage na
dodatkowe elementy ZM, takie jak wiek > 40 r.z.,
niealkoholowe stfuszczenie watroby, przewlekta ob-
turacyjna choroba ptuc, dodatni wywiad rodzinny
w kierunku chordéb ukfadu krazenia, siedzacy tryb zycia
czy pochodzenie etniczne.

Jest znamienne, ze nomenklatura zespotu metabo-
licznego jest tak bogata i czesto zmieniana. ZM jest
z pewnoscig zespotem zaburzeh metabolicznych, ale
ciaggte modyfikacje jego definicji wprowadzajg niematy
zamet wsrdd klinicystow.

Definicja IDF wskazuje otytos¢ jako niezwykle istotny czyn-
nik ryzyka incydentéw sercowo-naczyniowych. Niemnigj
zwraca uwage rowniez na fakt, ze pozostate sktadowe
zespofu metabolicznego mogg réwniez wystepowac
u 0séb z prawidfowag masg ciata. Aktualnie uwaza sie,
ze jednak wspdlnym mianownikiem sktadowych ZM jest
insulinoopornos¢, w patogenezie ktdrej wazng role ma
odgrywac¢ niewydolnos¢ wewngtrzwydzielnicza tkanki
ttuszczowej (2). Wrdd innych czynnikdw patogenetycz-
nych ZM wyrézniamy: czynniki genetyczne, srodowisko-
we i nieprawidtowosci w zyciu ptodowym (3).
Niezaleznie od zastosowanej definicji obecnos¢ ZM
wigze sie z dwukrotnym wzrostem catkowitego ryzy-
ka sercowo-naczyniowego, natomiast wspotistnienie
pieciu sktadowych ZM zwieksza ryzyko czterokrotnie
w poréwnaniu z populacjg 0gdélng. Najwyzsza korela-
cja taczy zespdt metaboliczny z ryzykiem wystapienia
cukrzycy typu 2 (4).

Insulinoopornos¢ jest to stan obnizonej wrazliwosci

tkanek na dziatanie insuliny pomimo jej prawidtowego
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Ryc. 1. Wzajemne zaleznosci pomiedzy insulinoopornoscia a sekrecjg insuliny w powstawaniu zespotu metabolicznego (5).

lub podwyzszonego stezenia w surowicy krwi. Moze
by¢ uwarunkowana genetycznie lub mie¢ charakter
nabyty, rozwijac sie w sposéb utajony lub ujawniac sie
poprzez zaburzenia, takie jak uposledzona tolerancja
glukozy, cukrzyca typu 2, hipercholesterolemia, hiper-
triglicerydemia, otyto$¢ typu centralnego (brzuszna),
nadcisnienie tetnicze czy hiperurykemia (6).

Nasilona lipoliza prowadzi nie tylko do wzrostu steze-
nia wolnych kwaséw ttuszczowych oraz triglicerydéw
w tkankach wrazliwych na insuline (miesniach, watro-
bie). Dochodzi réwniez do rozwoju przewlektej reakgji
zapalnej, gdyz otytos¢ uruchamia kaskade czynnikéw
prozapalnych (7, 8). Zwiekszona akumulacja ttuszczu
trzewnego i podskdrnego wigze sie z wysokim steze-
niem markeréw stanu zapalnego, jak np. biatko C-re-
aktywne (CRP).

Adipocyty trzewne s3 wrazliwe na stymulacje lipoli-
zy przez katecholaminy, a oporne na antylipolityczne
dziatanie insuliny. Jest bezspornym faktem, ze adi-
pocyty stanowig czynny endokrynnie organ. Koméorki
tluszczowe sg miejscem produkcji hormonéw, cytokin
i czynnikdw wzrostu oraz markeréw hemostazy i fi-

brynolizy (9). Gdy s3 one produkowane w fizjologicz-

nych stezeniach, to petnig istotng fizjologiczng role.
W przypadku nadmiernego wzrostu masy tkanki
ttuszczowe] dochodzi do nadmiernej produkgji tych
substancji. Tak wiec przerost tkanki ttuszczowej jest
przyczyng wzrostu stezenia niekorzystnych mediato-
row: czynnika martwicy guza alfa (TNF-a), interleuki-
ny-6 (IL-6), prozakrzepowego inhibitora aktywatora
plazminogenu-1 (PAI-1), ale takze spadku stezenia
adiponektyny. Nadmierne gromadzenie sie tkanki
tluszczowe] w czesci centralnej organizmu przyczy-
nia sie do rozwoju zaburzen lipidowych, nadcisnienia
tetniczego, dysregulacji metabolizmu glukozy oraz
aktywnosci prozakrzepowej. Tkanka ttuszczowa kryje
wiec w sobie wiele tajemnic, wsrdd ktorych wazne
miejsce zajmuje rozwoj ZM.

Wedtug hipotezy, ktérg zaproponowat Randle [8],
wolne kwasy ttuszczowe (WKT) i ich nadmierne
utlenianie blokujg prawidtowy metabolizm glukozy
w miesniach poprzez hamowanie aktywnosci hek-
sokinazy, bedacej kluczowym enzymem na szlaku
glikolizy. Dochodzi rowniez do zwiekszenia pro-
dukcji watrobowej glukozy w wyniku wzrostu ilosci

substratéw oraz aktywnosci katalitycznej enzymow
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Ryc. 2. Wptyw insulinoopornosci na uszkodzenia réznych narzaddéw (10).

glukoneogenezy na drodze oksydacji WKT w watro-
bie. Istniejg podejrzenia, ze przyczyng insulinooporno-
$ci miocytdw w warunkach nasilonego metabolizmu
glukozy i nadprodukgji ATP jest gtéwnie hamowanie
aktywnosci kinazy biatkowej, aktywowanej przez mo-
nofosforan adenozyny (AMPK).

W konsekwencji dochodzi do nadprodukgji malonylo-
CoA i zmniejszania utleniania kwaséw ttuszczowych.
W miesniach szkieletowych nasilone gromadzenie kwa-
sow ttuszczowych i trigliceryddw wiaze sie z aktywacjg
kinazy biatkowej C oraz z bezposrednim hamowaniem
transportera glukozy 4 (GLUT-4) (7, 8). Zauwazono
takze, ze im wieksza masa komdrek ttuszczowych,
tym wieksza jest insulinoopornos¢, co prowadzi do
zmian czynnosciowych i strukturalnych receptora
insulinowego (insulinoopornos¢ receptorowa i po-
streceptorowa) oraz wielu czastek zaangazowanych
w procesie przekazywania sygnatéw w komorce (8).

W wyniku przytaczenia insuliny do podjednostek alfa

receptora insulinowego dochodzi do autofosforylacji
podjednostek beta receptora insulinowego i wyzwole-
nia jednego badzZ kilku sygnatéw. Sg one poczatkiem
szlaku przemian — odpowiedzi komérki na dziatanie
hormonu oraz internalizacji receptora. Internalizacja
jest to zagtebienie receptoréw do wnetrza komérki
i ogdlnie rzecz bioragc jest to mechanizm regulujacy
liczbe receptoréw insulinowych. Zjawisko down-regu-
lation, czyli zmniejszenie liczby receptoréw, wystepu-
je w przypadku hiperinsulinemii i polega na redukgji
liczby receptoréw insulinowych, co w konsekwengji
powoduje obnizenie wrazliwosci tkanek na insuline.
Insulina, bedgca hormonem anabolicznym, wywotuje
efekt metaboliczny poprzez taczenie sie ze swoistym
receptorem, a po jego przeksztatceniu i internaliza-
¢ji wywotuje ona liczne efekty postreceptorowe (11),
ktore obrazuje rycina 4.

Wyrdznia sie trzy mechanizmy prowadzace do rozwo-

ju insulinoopornosci: przedreceptorowy, receptorowy
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Ryc. 3. Budowa i dziafanie receptora insulinowego (6).

i postreceptorowy. W patogenezie cukrzycy istotne
znaczenie majg dwa ostatnie mechanizmy. Za opor-
nos¢ receptorowg odpowiedzialne jest zjawisko down-
regulation lub zmniejszenie powinowactwa recepto-
row do insuliny. Zmiany czynnosciowo-morfologiczne
w receptorach moga by¢ rowniez spowodowane przez
mutacje. Typowa dla standw hiperinsulinemii internali-
zacja, cho¢ czesta, nie odgrywa zasadniczej roli w pa-
tofizjologii insulinoopornosci. Wykazano, ze wysycajac
10% receptoréw, insulina wywotuje swéj maksymalny
efekt w tkankach obwodowych. Opornos¢ postrecep-
torowa z kolei wigze sie najczesciej z zaburzeniami
w procesach sygnalizujacych przytaczenie insuliny
do receptora insulinowego, ze zmianami w budowie
i dziataniu transporteréw glukozy do wnetrza komaorki
oraz z przypadkami nasilonej lipolizy, kiedy to zwiek-
sza sie ilo$¢ WKT, a ich nadmierna oksydacja jest odpo-
wiedzialna za hamowanie procesu glikolizy (6).

Molekularne mechanizmy insulinoopornosci sg analo-
giczne do wystepujacych w reakcji zapalnej. Wiekszos¢
adipokin (rezystyna, IL-6, TNF-a, leptyna, adiponekty-

na i wisfatyna), wykazujacych istotng role w rozwoju

insulinoopornosci, ma réwnoczesnie dziatanie meta-
boliczne i immunologiczne. Kinaza biatkowa C (PKQC)
taczy zaburzenia metaboliczne z procesem immunolo-
gicznym. Aktywacja PKC prowadzi do wzrostu produk-
¢ji aktywnego czynnika jadrowego kappa B (NF-xB),
prozapalnych cytokin, biatek ostrej fazy, reaktywnych
form tlenu (stres oksydacyjny). Nastepnie dochodzi do
zaburzen interakgji pomiedzy komdérkami odpowiedzi
zapalnegj i srodbtonka, co skutkuje wytworzeniem pa-

tologicznego fenotypu $rédbtonka, predysponujacego

INSULINA

% - Wychwyt glukozy

> Synteza glikogenu

> Synteza DNA

\ Wychwyt
aminokwasow

Synteza biatka
Transport jonéw

Synteza kwasow
tluszczowych
Lipoliza, rozktad ttuszczéow

Apoptoza  Glukoneogeneza

Ryc. 4. Efekty dziatania insuliny (1).
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do choréb uktadu sercowo-naczyniowego (7, 8, 12).
Udowodniono, ze stopien insulinoopornosci bezpo-
Srednio wptywa na wzrost czestosci wystepowania
zawatu serca, udaru mdzgu i miazdzycy naczyn ob-
wodowych (13).

W fizjologicznych stezeniach insulina dziata wazo-
dilatacyjnie oraz antyaterogennie, co jest zwigzane
z aktywacja syntezy tlenku azotu (NO) w komdrkach
endotelium. Natomiast w warunkach insulinoopor-
nosci synteza tlenku azotu ulega zahamowaniu (in-
hibicja aktywnosci kinazy fosfatydyloinozytolu-3,
PI-3) (14), insulina pobudza wytwarzanie zwigzkow
stymulujgcych mitogeneze, zwieksza sie takze pro-

dukcja wolnych rodnikéw tlenowych (WRT) (15).
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GRELINA — CZYLI PRZEZ ZOtADEK DO SERCA

GHRELIN: THROUGH THE STOMACH TO THE HEART

Dariusz Sitkiewicz, Grazyna Sygitowicz, Stawomir Biatek, Btazej Grodner

Streszczenie

Grelina, 28-aminokwasowy peptyd oktanoilowany w pozycji 3 seryny jest syntetyzowany przez komérki
oktadzinowe zotadka. Poczatkowo zostat zidentyfikowany jako endogenny ligand receptora stymulujacego
synteze hormonu wzrostu. Ostatnie badania wskazujg, ze zardwno grelina, jak i jej receptory s syntety-
zowane nie tylko w podwzgdrzu i przysadce mézgowej, lecz takze w innych tkankach, w ktérych moga
wywotywad auto- i parakrynne efekty — poza stymulacjg syntezy hormonu wzrostu, stymulacjg apetytu
i spozycia pokarmu. Poza tymi podstawowymi efektami grelina reguluje kurczliwos¢ przewodu pokarmowe-
go, wydzielanie kwasu, a takze wptywa na uktad sercowo-naczyniowy, wykazuje dziatanie przeciwzapalne
oraz moduluje proliferacje komoérek i aktywnos¢ wydzielniczg trzustki wptywajac na metabolizm gluko-
zy i lipidow. Coraz wiecej danych wskazuje, ze grelina jest zaangazowana w patogeneze wielu choréb,
w tym réwniez zaburzen sercowo-naczyniowych. Artykut podsumowuje dostepne dane o dziataniu greliny
na uktad sercowo-naczyniowy oraz jej potencjalne znaczenie w leczeniu niewydolnosci serca, nadcisnienia
tetniczego i choroby niedokrwiennej serca.

Stowa kluczowe

Grelina, homeostaza energetyczna, patogeneza chordb sercowo-naczyniowych.

Summary

Ghrelin, a 28. amino acid peptide containing n-octanoylated serine 3 residue that is essential for its acti-
vity is produced mainly by the stomach. Originally, ghrelin was identified as the endogenous ligand of the
growth hormone secretagogue (GHS) receptor. Ghrelin might also be synthesized in other organs, where
it might have autocrine or paracrine effects. GHS receptors are present in tissues other than the hypotha-
lamus and pituitary, which indicates that ghrelin has other effects in addition to stimulating the release
of growth hormone and stimulation of appetite and food intake. Besides this main actions, ghrelin regu-
lates gastric motility and acid secretion, exerts cardiovascular and anti-inflammatory effects, modulates
cell proliferation and influences endocrine and exocrine pancreatic secretion, as well as glucose and lipid
metabolism. Recently, it has been suggested that ghrelin might be involved in the pathogenesis of many
diseases including cardio-vascular disorders. We summarise here the current evidence surrounding the car-
diovascular action of gherlin as therapeutic agent in common conditions such as heart failure, hypertension
and ischemic heart disease.

Keywords

Ghrelin, orexigenic peptide, cardiovascular disorders.

Wstep

Grelina jest niedawno odkrytym hormonem synte-
tyzowanym w zotadku, ktéry zidentyfikowano jako
naturalny ligand receptora indukujacego sekrecje
hormonu wzrostu typu 1a (GHS-R1a). Grelina sil-
nie stymuluje uwalnianie hormonu wzrostu (GH)

zaréwno u zwierzat, jak i ludzi. Zwigzane z biat-

kiem G receptory GHS sg obecne w podwzgoérzu
i przysadce moézgowej, co zwigzane jest z regulacja
syntezy hormonu wzrostu (1).

Receptory te s3 takze obecne w innych regionach
osrodkowego uktadu nerwowego oraz tkankach ob-

wodowych, co moze $wiadczy¢, iz grelina odpowia-
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Ryc. 1. Biologiczna rola greliny.

da takze za inne efekty poza stymulacjg syntezy GH.
| tak wykazano modulujace dziatanie greliny na ape-
tyt, homeostaze energetyczng (wptyw na metabolizm
glukozy i lipidéw), dziatanie na ukfad sercowo-na-
czyniowy i pokarmowy, na uktad odpornosciowy, na

proliferacje komorek i metabolizm kostny (ryc. 1).

Struktura, synteza i dziatanie biologiczne greliny

Gen ludzkiej greliny jest zlokalizowany na chromo-
somie 3 (3p25-26). Zawiera on cztery egzony i trzy
introny i koduje mRNA o dtugosci 511 bp. Tylko eg-
zony 1 2 koduja dojrzaty peptyd greliny (ryc. 2).
W wyniku translacji grelinowego mRNA powsta-

je prekursor (preprogrelina) sktadajacy sie ze 117

aminokwasoéw |1 zawierajgcy peptyd sygnatowy
(23 aminokwasy). Nastepnie powstaje progrelina
(94 aminokwasy). Progrelina zawiera sekwencje
greliny (28 aminokwaséw) oraz 66-aminokwasowy
fragment, ktéry jest prekursorem obestatyny — pep-
tydu odkrytego w 2005 roku przez Zhanga (2). Pod
wptywem niezidentyfikowanej dotychczas acyltrans-
ferazy 28-aminokwasowy peptyd ulega unikalnej
reakgji estryfikacji przez kwas oktanowy w pozycji 3
seryny (ryc. 3). Oktanoilacja peptydu jest niezbedna
do wigzania greliny z jej receptorem GHS-R1a (3).

Dwie trzecie krazacej greliny syntetyzowane jest
przez komérki oktadzinowe zotagdka. Zotadek ptodu
nie syntetyzuje greliny. Dopiero po urodzeniu naste-

puje ekspresja tego peptydu nie tylko przez zotadek,
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Ryc. 2. Struktura genu greliny.

ale takze przez jelito cienkie i grube. Grelina nie jest
wydalana do swiatta przewodu pokarmowego, ale
bezposrednio do swiatta naczyn krwionosnych. Ste-
zenie krazacej greliny oznaczane swoistym testem
radioimmunologicznym wynosi 700 pg/ml (0,2 nM)
w stanie gtodu i spada do 300 pg (0,09 nM) po
spozyciu pokarmu (4).

Zawartos¢ greliny w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym jest bardzo niska. Metodami immunohistoche-
micznymi wykazano obecnos¢ greliny w komorkach
jadra tukowatego podwzgdrza, a wiec regionu mé-
zgu odpowiedzialnego za kontrole apetytu, co su-
geruje jej udziat w regulacji pobierania pokarméw
poprzez aktywacje syntezy neuropeptydu Y (NPY)
(5). Obecnos$¢ receptoréw greliny w komérkach hi-
pokampu skfania niektérych autoréw do stawiania
hipotezy, iz odgrywa ona takze role w regulacji pro-
cesu zapamietywania (6).

Poziom krazacej greliny jest silnie ujemnie skorelo-
wany z indeksem masy ciata (BMI). Sekrecja greli-
ny wzrasta w anoreksji psychogennej i kacheksji

nowotworowej i obserwowanej w ciezkiej niewy-

dolnosci serca, podczas gdy jest obnizona w oty-
tosci. Zmiany w stezeniu greliny zalezne od stanu
odzywienia sg odwrotne do zmian stezenia leptyny,
co sugeruje udziat obu tych hormondw jako sygna-
tow do osrodkowego uktadu nerwowego, regulu-
jacych réwnowage energetyczng (ryc. 4). Badania
na zwierzetach i ludziach wskazuja na korzyst-
ny wptyw greliny na uktad sercowo-naczyniowy
(7, 8). Dotaczenie greliny podanej dozylnie do stan-
dardowej terapii stosowanej w niewydolnosci serca
powoduje zwiekszenie zaréwno masy, jak i frakgji
wyrzutowej lewej komory, ale takze obnizenie kon-

cowej objetosci skurczowej (9).

Grelina a ci$nienie krwi

Dozylne podanie greliny powoduje zmniejszenie ob-
wodowego oporu naczyniowego skutkujgcego spad-
kiem cisnienia tetniczego. Do osiggniecia tego efektu
konieczne jest jednak blisko 8-krotnie wyzsze stezenia
greliny niz obserwowane w stanie gtodu (10). Pro-

ponowane sg przynajmniej trzy mechanizmy wyja-
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Ryc. 3. Struktura greliny

$niajgce obnizenie cisnienia tetniczego: bezposred-
ni wptyw greliny na srédbtonek naczyniowy (11),
wptyw na komorki miesni gtadkich naczyn (12),
obwodowe dziatanie obnizajace aktywnos¢ uktadu
sympatycznego przypominajgce efekt stymulacji re-
ceptora adrenergicznego a2 przez klonidyne (13).
Dziatanie na $rodbtonek naczyniowy polega praw-
dopodobnie na hamowaniu zaréwno podstawowej,
jak indukowanej TNF-a syntezy chemotaktycznych
cytokin, zwiekszaniu biodostepnosci tlenku azotu
poprzez stymulacje ekspresji srodbtonkowej syntazy
NO, a takze na hamowaniu indukowanej angioten-
syng Il migracji komdrek srodbtonka naczyniowego
(14). Hemodynamiczne efekty greliny zaréwno bez-
posrednie, jak i posrednie wydajg sie bardzo ztozo-
ne i nie do konca poznane.

Wysokie stezenia greliny konieczne do uzyskania efek-
tu hipotensyjnego ograniczaja jej zastosowanie w le-
czeniu nadcisnienia tetniczego. Jednak niskie stezenia
greliny obserwowane w otytosci i stanach insulino-
opornosci zdajg sie sugerowac jej udziat w kaskadzie
molekularnych zaburzen prowadzacych zaréwno do
nadcisnienia tetniczego, jak i cukrzycy typu 2 — istot-

nych komponentéw zespotu metabolicznego.

-COOH

Kardioprotekcyjne dziatanie greliny

Kardioprotekcyjne dziatanie greliny byto badane na
wielu modelach zwierzecych, w ktérych uszkodze-
nie miesnia sercowego indukowano izoprotereno-
lem, znanym agonistg receptoréw f-adrenergicz-
nych, lub angiotensyng Il. W doswiadczeniach tych

wykazano, ze podanie szczurom izoproterenolu

Hypothalamic arcuate nucleus

Ghrelin
N
(—y GHS-R l i Ob-R ﬁ
¢ NPY/Y1-R Leptin
Ghrelin ii
Zotadek T Apetyt ¢ Tkanka
ttuszczowa

T Ciezar ciata ¢

Ryc. 4. Regulacja apetytu przez greline i leptyne. Ob-R — receptor
leptynowy, GHS-R — receptor grelinowy, NPY — neuropeptyd V.
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w 12 godzin po ostatnim wstrzyknieciu greliny
zmniejszato $miertelnos¢ zwierzat, a takze taczyto
sie ze znacznie mniejszym uwalnianiem LDH oraz
nizszymi poziomami MDA — konhcowego produktu
peroksydacji lipidéw (15). Jednoczenie w sercach
szczuréw, ktérym podawano greline i izoprotere-
nol, obserwowano nizsze poziomy mRNA endote-
liny-1, jednego z najsilniej dziatajgcych czynnikéw
naczynioskurczowych.

W modelu uszkodzenia powodowanego niedo-
krwieniem i reperfuzja, grelina istotnie zmniejszata
obszar zawatu (16).

Mechanizm odpowiedzialny za kardioprotekcyjne
dziatanie greliny nie jest do konca wyjasniony. Ma tu
prawdopodobnie miejsce interferencja z aktywno-
$cig 5'-AMP, aktywowang kinazag biatkowa (AMPK),
kluczowym regulatorem szlakéw zaangazowanych
w zabezpieczenie energetyczne komorki, a takze
efekt antyapoptyczny. Wydaje sie, ze greliny sg waz-

nymi elementami tego mechanizmu.

Przeciwzapalne dziatanie greliny

Grelina jest istotnym modulatorem uktadu immuno-
logicznego. Sekrecje greliny oraz obecnosc jej recep-
toréw wykazano w limfocytach T. Zwiekszone wy-
dzielanie greliny z ludzkich limfocytéw T nastepuje

in vitro po ich aktywacji przez przeciwciata anty-CD3

i osigga wartosci zblizone do tych obserwowanych
w stanach gtodu (17). Przeciwzapalne dziatanie gre-
liny manifestuje sie takze hamowaniem syntezy pro-
zapalnych cytokin: interleukiny 1-B, interleukiny 6
i czynnika martwicy nowotwordéw — alfa.

Stan zapalny jest istotnym elementem w patogene-
zie miazdzycy i jej klinicznych powikfanh w postaci
ostrych zespotéw wiencowych. Wydaje sie wiec, ze
grelina moze by¢ czynnikiem spowalniajgcym pro-

gresje choréb sercowo-naczyniowych.

Podsumowanie

Odkryta w 1999 roku grelina jest waznym czynnikiem
w regulacji homeostazy energetycznej ustroju. Szero-
kie spektrum jej biologicznego dziatania czyni z niej
molekute przysztosci. Szczegdlne zainteresowanie bu-
dzi w srodowisku kardiologéw, zajmujgcych sie me-
chanizmami protekcji miesnia sercowego w réznych
stanach klinicznych od zawatu do niewydolnosci serca.
Udziat greliny w patogenezie zespotu metabolicznego
i cukrzycy typu 2 oraz wyrazne dziatanie przeciwzapal-
ne sktania do badan nad okresleniem jej roli jako czyn-
nika ryzyka sercowo-naczyniowego. Poznanie szczego-
towych mechanizméw molekularnych dziatania greliny
moze takze doprowadzi¢ do zdefiniowania jej roli jako
celu ewentualnej interwencji farmakologicznej w cho-

robach uktadu krazenia.
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DIAGNOSTYKA LABORATORYINA LUDZ
| ZWIERZAT — PERSPEKTY WY | BARIERY INTEGRACU

LABORATORY DIAGNOSTICS OF HUMANS AND ANIMALS — PERSPECTIVES AND BARRIERS OF INTEGRATION

Ryszard Drozdz

Streszczenie

W ostatnich latach weterynaryjna diagnostyka laboratoryjna ulega dynamicznemu rozwojowi. Nastepuje
szybki transfer technologii i algorytméw diagnostycznych sprawdzonych u ludzi. Podejmowane sg préby
bezposredniego zastosowania w weterynarii sprzetu i odczynnikéw uzywanych w laboratoriach klinicznych.
W pracy przedyskutowano mozliwosci zastosowania w weterynarii automatycznych analizatorow bioche-
micznych, analizatoréw hematologicznych oraz metod oznaczania biatek stosowanych do tej pory w labo-
ratoriach klinicznych.

Stowa kluczowe

Diagnostyka weterynaryjna, analizatory hematologiczne, biatka ostrej fazy, elektroforeza.

Summary

During recent years veterinary laboratory diagnostics undergoes dynamic evolution. There are many at-
tempts of direct implementation of tests and equipment from human clinical laboratories. Here are discus-
sed possibilities of implementation of automated biochemical analyzers, automated blood cell counters and

methods of protein analysis.
Keywords

Veterinary laboratory diagnostics, cell counters, acute phase proteins, electrophoresis.

\></ ostatnich 20 latach diagnostyka laboratoryj-
na, ktéra jest istotnym elementem procesu leczenia,
ulegta znaczacym zmianom. Wzrastajaca ilos¢ ba-
dan, rachunek kosztéw oraz rozwdj technologicz-
ny doprowadzity do szerokiej automatyzacji analiz
laboratoryjnych. Towarzyszacy rozwojowi réznych
dyscyplin  medycznych rozwéj wiedzy zaowoco-
wat wprowadzeniem nowych testow diagnostycz-
nych umozliwiajacych coraz petniejszg diagnostyke
pacjentéw. Rozwdj nauki i szeroka dostepnosc bo-
gatej gamy testéw diagnostycznych poprawity opie-
ke zdrowotna, ktérej miarg jest wcigz wydtuzajacy
sie $redni czas zycia.

Biochemiczne badania laboratoryjne dotyczg jednak

nie tylko ludzi. Caty szereg testéw biochemicznych

wykonuje sie u zwierzat. Badania laboratoryjne wy-
konywane w weterynarii mozna podzieli¢ na dwie
grupy. Sa to mianowicie badania urzedowe, zwigzane
z nadzorem nad jakoscig i zdrowotnoscig zwierzat
w procesie produkgji zywnosci, i badania diagnostyczne
prowadzone w prywatnych osrodkach weterynaryjnych.
Badania wykonywane w pierwszej grupie s scisle zdefi-
niowane i nadzorowane przez panstwo, a odpowiednie
przepisy okreslaja precyzyjnie stosowane procedury.

W miare rozwoju zamoznosci spoteczenstwa rosnie
liczba zwierzat domowych trzymanych przez wta-
Scicieli dla przyjemnosci. Szacuje sie, ze w Stanach
Zjednoczonych hoduje sie jako zwierzeta domowe
ok. 65 min pséw, 60 min kotéw, 1 min fretek, pa-

pug i wiele innych. Takze w Polsce trzymanie zwierzat
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domowych jest bardzo popularne. Liczba pséw przy-
padajacych na jednego mieszkanca nalezy do najwyz-
szych w Europie. Hodowane przez prywatnych wtasci-
cieli zwierzeta potrzebujg opieki weterynaryjnej, ta zas
wymaga coraz bardziej zaawansowanego zaplecza
diagnostycznego.

Prywatne osrodki weterynaryjne coraz czesciej wy-
posazone sg w bardzo kosztowny sprzet medyczny,
a dla zwierzat tworzone sg banki krwi, a nawet
osrodki dializoterapii. Witasciciele zwierzat niekiedy
decyduja sie na wdrozenie zaawansowanych i kosz-
townych procedur leczniczych z zastosowaniem no-
woczesnych lekow. Lekarze weterynarii skutecznie le-
cza nowotwory i biataczki. Zaawansowana medycyna
weterynaryjna nie miataby racji bytu, gdyby nie to-
warzyszyta jej diagnostyka laboratoryjna dysponujaca
odpowiednim zapleczem.

Istnieje takze nurt diagnostyki weterynaryjnej zwia-
zanej z przemystem farmaceutycznym, scisle powia-
zany z badaniem skutecznosci nowych lekéw lub
badaniem proceséw chorobowych na modelach
zwierzecych.

Chociaz weterynaryjna diagnostyka laboratoryjna roz-
wija sie bardzo dynamicznie i stanowi coraz wiekszy
rynek ustug, wprowadzanie nowych technologii na-
stepuje w wyniku migracji rozwigzan sprawdzonych
w diagnostyce medycznej ludzi. To wtasnie szero-
ko stosowane i przeznaczone dla ludzi rozwigzania
i koncepcje diagnostyczne s3 motorem postepu. Bar-
dzo rzadko stosuje sie w odniesieniu do ludzi sprzet
laboratoryjny pierwotnie przeznaczony do uzytku
w weterynarii; zwykle to rozwigzania sprawdzone
w szpitalnych laboratoriach sg adaptowane do uzytku
w osrodkach weterynaryjnych po wprowadzeniu od-
powiednich zmian uwzgledniajacych ich specyfike.
Warto wiec zadac pytanie, w jakim stopniu sprzet
i testy stosowane w medycznej diagnostyce labo-

ratoryjnej mozna bezposrednio zaimplementowacd

w diagnostyce weterynaryjnej. Jakie sg mozliwosci
i potencjalne bariery integracji? Czy na przyktad psu,
ktory trafit do lecznicy weterynaryjnej, mozna ozna-
czy¢ glukoze, podstawowe parametry morfologii krwi
i troponine T, wykorzystujgc mozliwosci medyczne-
go laboratorium diagnostycznego? Czy laboratorium
weterynaryjne powinno miec¢ sprzet i odczynniki spe-
cjalnie przygotowane dla weterynarii, czy tez moze
w jakims zakresie korzysta¢ z powszechnie dostepnych
rozwigzan medycznych? Odpowiadajac na te pytania
chciatbym przedstawic¢ przyktady trzech grup badan,
ktore dobrze ilustrujg mozliwosci i ograniczenia trans-

feru technologii.

Podstawowe badania biochemiczne

Istnieje pewna grupa podstawowych badan labora-
toryjnych, bedacych wspdlnymi markerami proceséw
biochemicznych zachodzacych w organizmach ssa-
kéw (a czasem i innych zwierzat), ktére bez wiekszych
probleméw mozna oznacza¢ na analizatorach stoso-
wanych w diagnostyce medycznej z wykorzystaniem
powszechnie dostepnych zestawdw odczynnikowych.
W tej grupie znajduja sie: glukoza, mocznik, jony so-
dowe, potasowe, chlorkowe, aktywnosci enzyméw
ASPAT, ALAT, LDH.

Stezenie glukozy we krwi psa czy kota moze by¢ ozna-
czane tg samg metodg i na tym samym sprzecie jak
stezenie glukozy u ludzi. W tej grupie badan jedynym
ograniczeniem sg zakresy wartosci referencyjnych, kté-
re u roznych zwierzat moga byc rézne. Istotne jest, aby
analizator biochemiczny miat mozliwos¢ pobierania
probek niewielkich objetosci, gdyz w przypadku ma-
tych zwierzat, ktérych waga wynosi czasem zaledwie
kilkadziesigt graméw, objetos¢ dostepnego materiatu
jest niewielka (1).

Nalezy takze pamieta¢, ze niektére odlegte filogene-

tycznie od cztowieka zwierzeta wyksztatcity witasne
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szlaki metaboliczne i procesy biochemiczne zwigzane
z odwodnieniem lub niedozywieniem. Anatomiczne
i biochemiczne réznice pomiedzy ptakami i ssakami
wplywajg na wartosci referencyjne podstawowych
parametréw biochemicznych i ich ocene. U ptakéw
gtéwnym produktem przemian azotowych jest kwas
moczowy, a poziom mocznika i kreatyniny moze by¢
nizszy niz limity detekcji w testach stosowanych u lu-
dzi. U wielu gatunkéw ptakéw srednie stezenie gluko-
zy wynosi 44 mmol/l, jest wiec osmiokrotnie wieksze
niz u cztowieka i wypada w obszarze konca zakresu
liniowosci niektérych systemdéw pomiarowych (zwtasz-
cza tych o uproszczonej konstrukgji).

U ptakéw stezenie biatka catkowitego jest zwykle
dwukrotnie mniejsze niz u cztowieka (35 g/l), nizszy
jest takze poziom albuminy 15 — 20 g/l (2). Istotne
jest wiec, aby w raporcie koncowym umieszczone byty
wtasciwe dla gatunku zakresy wartosci referencyjnych
i znaczniki wartosci alarmowych. Zwykle wymaga to
odpowiedniego oprogramowania laboratoryjnego

systemu informatycznego.

Badania podstawowych parametrow
hematologicznych

Wprowadzenie zautomatyzowanych analizato-
row hematologicznych byto jednym z czynnikéw
zmieniajacych sposéb pracy i jakos¢ wynikdw wy-
twarzanych w laboratoriach diagnostycznych.
Automatyczne analizatory hematologiczne mierzgce
w krétkim czasie parametry dziesigtek tysiecy ko-
morek krwi spowodowaty znaczny wzrost wiary-
godnosci wynikéw i obnizenie kosztéw. Kiedy licz-
ba badan w osrodkach weterynaryjnych zaczeta
wyktadniczo rosng¢, pojawity sie pytania, czy sto-
sowane w laboratoriach szpitalnych analizatory
hematologiczne mozna bezposrednio zastosowac

w weterynarii — czy mozliwa jest adaptacja do uzyt-

ku weterynaryjnego sprzetu stosowanego do po-
miaréw morfologii krwi.

Odpowiedz na to pytanie jest znacznie bardziej skom-
plikowana niz w przypadku analizatoréw biochemicz-
nych. Wynika to z faktu, ze szczegdtowe rozwigzania
techniczne wykorzystywane do zliczania poszczegdl-
nych typéw krwinek moga by¢ bardzo zréznicowane
w zaleznosci od producenta aparatu.

Najprostszym pomiarem wykonywanym przez ana-
lizatory hematologiczne jest stezenie hemoglobiny.
Niemal wszystkie analizatory stosujg te samg zasa-
de, polegajacg na pomiarze absorpcji Swiatta przez
trwatg pochodng hemoglobiny: cianmethemoglobi-
ne w metodzie Drabkina lub utlenowang pochodng
hemoglobiny w metodzie z wykorzystaniem siarcza-
nu dodecylu — SLS (3). Zgodnos$¢ wynikow uzyskana
obiema metodami u réznych gatunkéw jest zazwy-
czaj dobra.

Metodyka zliczania erytrocytéw i ptytek jest znacznie
bardziej zréznicowana. W najczesciej stosowanej me-
todzie impedancyjnej krwinka, przechodzaca przez
waska szczeline miedzy dwiema elektrycznie potaczo-
nymi komorami, powoduje chwilowy wzrost oporu
elektrycznego i powstanie impulsu, ktérego wielkosc¢
jest zwigzana z objetoscig krwinki. Zliczajgc ilos¢ im-
pulséw oraz uwzgledniajac ich wielkos¢ odpowiada-
jaca objetosci krwinki, analizator hematologiczny wy-
licza hematokryt, $rednig objetos¢ erytrocyta — MCV
i (zwykle) drukuje histogramy rozktadu wielkosci ery-
trocytow i ptytek. Istniejg tez liczniki, ktére do pomia-
row wielkosci komérek stosujg réznorodne parametry
optyczne (intensywno$¢ $Swiatta rozproszonego pod
roznymi kgtami, pochtanianie Swiatta).

Mozliwosci bezposredniego zastosowania medycz-
nych analizatoréw hematologicznych w weterynarii
utrudnia duza zmiennos¢ gatunkowa wielkosci erytro-
cytéw (ryc. 1). Erytrocyty kozy i innych zwierzat, zyja-

cych w srodowisku gorskim o niskim cisnieniu parcjal-
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nym tlenu, sa o$miokrotnie mniejsze od erytrocytow
niektérych ptetwonogich (np. ston morski). Tak wiec
bezposrednie poréwnanie wynikéw upakowanej ob-
jetosci erytrocytéw, wyznaczonej poprzez wirowanie
w kapilarze, i hematokrytu wyliczonego na podstawie
wielkosci impulséw elektrycznych moze dawad bardzo
rézne wyniki dla réznych zwierzat. Stosunek obu wiel-
kosci moze by¢ bardzo dobry (kot 0,99, pies 0,98, ston
0,106) lub nie do zaakceptowania (koza 0,68) (4).
Prezentowane w pismiennictwie opinie sg zasadniczo
zgodne co do tego, ze u zwierzat bezposredni pomiar
parametrow hematologicznych przy uzyciu sprze-
tu stosowanego w medycynie moze by¢ obarczony
znacznym btedem systematycznym, ktory zalezy od
gatunku zwierzecia i stosowanej metody pomiarowej.
Przy pomiarze ilosci erytrocytdéw i ptytek wykonywa-
nym metodg impedancyjng takze natrafiamy na barie-
ry biologiczne. Jak wida¢ na ryc. 2, histogram rozktadu
bardzo matych erytrocytéw kozy nakfada sie na histo-
gram rozkfadu ptytek, ktére u tego zwierzecia sg sto-
sunkowo duze. Tak wiec u kozy zliczanie ptytek prostg
metodg impedancyjng nie jest mozliwe. W niektdrych
analizatorach hematologicznych odpowiednio roz-
cienczone erytrocyty kozy stuzyty nawet jako kalibra-
tory dla ptytek. U kotow, ktérych ptytki sg stosunkowo
duze i fatwo agreguja, a srednia objetos¢ erytrocytow
wynosi ok. 48 fl, niektére analizatory oznaczaty 89%
wszystkich wynikéw pomiaréw ptytek jako wykracza-
jace poza zakres referencyjny.

Metodyka zliczania krwinek biatych jest jeszcze bar-
dziej zréznicowana. Obok kanatu elektrycznego do
réznicowania krwinek biatych stosuje sie rézne kom-
binacje kanatéw optycznych, mierzacych ksztatt i wiel-
kos¢ jadra. Do réznicowania krwinek biatych stosuje
sie metody cytochemiczne przy uzyciu specyficznych
barwnikéw wykazujacych fluorescencje lub powstaja-
cych w wyniku reakgji katalizowanych przez peroksy-

dazy (5, 6, 7, 8, 9, 10). Czes¢ analizatoréw posiada

wewnetrzne procedury kontrolne i zgtasza btad np.
wtedy, gdy wyniki pomiaréw z elektrycznego kanatu
impedancyjnego sg rézne od wynikdéw uzyskanych
z kanatu optycznego. Niektére analizatory sygnalizu-
ja nieprawidtowosci w 30-80% prébek zwierzecych
w zaleznosci od mierzonego parametru. Z prac po-
rownawczych wynika jednak, ze wyniki pomiaru ilosci
krwinek biatych oraz ocena ich subpopulacji byty zwy-
kle zgodne (11).

Dokfadny i precyzyjny pomiar wszystkich parametréw
elementéw komadrkowych krwi w weterynarii stanowi
prawdziwe wyzwanie. Przyczyng trudnosci jest duza
gatunkowa zmiennos¢ biologiczna krwinek, brak szyb-
kich metod referencyjnych oraz brak odpowiednich
materiatéw kontrolnych (12). Mimo to automatyczne
analizatory hematologiczne s3 coraz szerzej stoso-
wane w weterynarii. Istniejg doniesienia o ich zasto-
sowaniach do badania krwi ptakéw, mimo ze ptasie
erytrocyty posiadajg jadra, a obok limfocytow gtéwng
populacje krwinek biatych stanowig heterofile, odpo-
wiedniki ludzkich granulocytéw (13).

Wobec rosngcego zapotrzebowania na automatycz-
ne analizatory hematologiczne wiekszo$¢ duzych firm
produkujacych je oferuje rowniez sprzet przeznaczony
dla weterynarii. Podstawy konstrukcyjne analizatoréw
weterynaryjnych sg takie same jak stosowanych w me-
dycynie. Czesto jedynym elementem przystosowuja-
cym analizator do celéw weterynaryjnych jest dodat-
kowy modut oprogramowania.

Typowym przedstawicielem analizatoréw stosowanych
w weterynarii jest ABX MICROS ESV60. Jest to aparat,
w ktérym erytrocyty i ptytki oraz leukocyty zliczane sa
w dwoch réznych kanatach impedancyjnych (Sredni-
ca szczeliny odpowiednio 50 i 80um). Uzyty w kanale
krwinek biatych odczynnik lizujgcy zachowuje sie réz-
nie w stosunku do poszczegdlnych rodzajow krwinek.
Reagujac z limfocytami niszczy btone, pozostawiajgc

same jadra. Reakcja z monocytami polega na opréz-
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nieniu komorek z cytoplazmy. Pod koniec lizy uzyskane
komorki monocytdw majg wielkos$¢ posrednia pomie-
dzy limfocytami i granulocytami. Wchodzac w reakcje
z granulocytami odczynnik lizujgcy ma dziatanie ogra-
niczone z powodu specyficznej budowy btony, ktéra
chroni je przed obkurczajgcym dziataniem odczynnika.
To z kolei powoduje, ze podczas rozrdzniania komaorek
granulocyty s najwiekszg subpopulacjg krwinek biatych.
Aparat ma wstepnie ustawione parametry dla pieciu
gatunkoéw zwierzat (psa, kota, konia, krélika i szczu-
ra). Dodatkowo oprogramowanie aparatu umozliwia
ustawienie niskiego i wysokiego limitu dla wszystkich
parametrow krwinkowych dla 35 gatunkéw zwierzat.
Obstuga analizatora hematologicznego przystosowa-
nego do prébek weterynaryjnych jest bardzo uprosz-
czona i polega w pierwszym etapie na wyborze gatun-
ku zwierzecia. Wstepnie skonfigurowane parametry
oprogramowania powodujg poprawne ustawienia
znacznikéw i wydruk wynikéw (wraz z histogramami
rozktadu) w zestawieniu z odpowiednimi zakresami
wartosci prawidtowych. Trzeba jednak pamietac, ze
konfiguracja parametréw analizatora nie znosi biolo-
gicznych ograniczen, charakterystycznych dla poszcze-
golnych gatunkow, zwigzanych np. z naktadaniem sie

wielkosci erytrocytow i ptytek u kotéw.

Analiza biatek

Analiza sktadu biatek osocza moze by¢ Zrédtem cen-
nych informacji diagnostycznych, a stezenia biatka
catkowitego i albuminy to jedne z najstarszych analiz
wykonywanych w chemii klinicznej. Oznaczanie wy-
branych parametréw biatkowych moze by¢ uzyteczne
w diagnozowaniu ostrych i przewlektych stanéw za-
palnych, uposledzeniu funkgji nerek lub watroby czy
wykrywaniu standéw wyniszczenia lub niedozywienia.
Podobnie jak poprzednio mozna wiec postawi¢ pyta-

nie, czy istnieje bezposrednia mozliwos¢ przeniesienia

do uzytku weterynaryjnego metod i algorytméw dia-

gnostycznych uzywanych dla ludzi.

Biatko catkowite

Stezenie biatka catkowitego w surowicy oznaczane
jest najczesciej metodg biuretowa. Metoda biureto-
wa (dajgca produkt barwny z wigzaniami amidowymi)
Swietnie nadaje sie do oznaczania biatka u réznych
gatunkéw, gdyz ilos¢ wigzan peptydowych przypa-
dajacych na jednostke masy biatka jest dla wiekszosci

biatek bardzo zblizona.

Albumina

Albumina w surowicy oznaczana jest na wiekszosci
automatycznych analizatoréw biochemicznych z wy-
korzystaniem zmiany barwy zieleni bromokrezolowej
(BCG) po potaczeniu z albuming. Niestety powino-
wactwo barwnika do albumin réznych gatunkéw
zwierzat jest bardzo zréznicowane. Istniejg liczne do-
niesienia 0 znacznych btedach doktadnosci oznacza-
nia albuminy u réznych gatunkéw zwierzat, gdy do
kalibracji metody uzyto ludzkiej albuminy (kalibratory
wykorzystujgce albuminy poszczegdlnych gatunkéw
sg zwykle niedostepne). Problem ten jest o tyle istot-
ny, ze reakcja z BCG jest podstawg wykrywania biatka
w popularnych wieloparametrowych testach pasko-
wych do moczu. Testy paskowe moga mie¢ znacznie
ograniczong czuto$¢ w stosunku do albuminy wielu

gatunkéw zwierzat.

Metody immunochemiczne

Zaawansowana diagnostyka zaburzen biatkowych wy-
maga ilosciowego oznaczania specyficznych biatek.
W pismiennictwie naukowym czesto mozna spotkac
informacje o oznaczaniu biatek u zwierzat metoda-
mi immunochemicznymi przeznaczonymi dla ludzi.
Mimo ze poprawnos¢ tej metody budzi zastrzezenia,

podjeto préby weryfikacji takiego postepowania. Po-
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Tabela I. Zestawienie istotnych diagnostycznie biatek ostrej fazy oraz biatek, ktére nie sg uzyteczne w wykrywaniu ostrego stanu zapalnego

u réznych gatunkow.

Cztowiek CRP. SAA

Pies CRP, SAA

Kot SAA, Hp, AAG

Szczur AAG, alfa-2-makroglobulina
Swinia MAPP, Hp

Krowa Hp, SAA

Mysz Haptoglobina,

alfa-2-makroglobulina
CRP

SAA

AAG

CRP

CRP

(CRP — biatko c-reaktywne, SAA — biatko amyloidowe A, Hp — haptoglobina, AAG — kwasny alfa-1-glikoproteid, MAPP — major acute

phase protein).

rownano wyniki oznaczania troponin u réznych zwie-
rzat na dziewieciu duzych powszechnie uzywanych
platformach analitycznych przeznaczonych dla ludzi
z wynikami uzyskanymi metodami immunochemiczny-
mi specyficznymi dla okreslonego gatunku. Poréwna-
nie wykazato, ze nie mozna z géry przewidzie¢ efek-
téw takiego postepowania.

Uzyskane wyniki byty bardzo zréznicowane i zalezaty
zaréwno od zastosowanego systemu analitycznego,
jak i gatunku zwierzecia. Trzeba jednak podkredli¢, ze
obok wynikéw zupetnie niezadowalajgcych w wielu
przypadkach otrzymano bardzo dobre rezultaty swiad-
czace o tym, ze w wybranych systemach analitycznych
przeznaczonych dla ludzi mozna metodami immuno-
chemicznymi oznacza¢ wybrane biatka okreslonych
zwierzat (14). Obok zastosowania metod immuno-
chemicznych niektére biatka mozna oznacza¢ wyko-
rzystujac ich specyficzne witasciwosci. Przy oznaczaniu
haptoglobiny mozna wykorzysta¢ wtasnosci peroksy-
dazowe kompleksu hemoglobina-haptoglobina, przy
oznaczaniu alfa-1-antytrypsyny wykorzystuje sie jej
wtasciwosci do hamowania enzymatycznej aktywno-
$ci proteaz, zas fibrynogen mozna oznaczy¢ po jego

wczesniejszym wykrzepieniu.

Metody elektroforetyczne

Do analizy zaburzen biatkowych w weterynarii wydaje
sie szczegdlnie nadawac zastosowanie metod elektro-
foretycznych (15). Istniejg liczne doniesienia o mozli-
wosci diagnostyki standéw zapalnych u pséw, kotéw,
koni, swin, ptakéw, gaddw, a nawet ryb (16, 17, 18,
19, 20, 21). Rozdziaty elektroforetyczne zwierzat sg
dos¢ podobne do ludzkich. U niektérych gatunkéw
mozna zaobserwowaé zmniejszong ruchliwos¢ elek-
troforetyczng albuminy. Zwykle analiza proteinogramu
pozwala na wykrycie stanéw zapalnych, zaburzenia
funkgji nerek lub watroby. Podobnie jak u ludzi elek-
troforeza biatek moczu moze by¢ przydatna w ocenie
funkgji nerki w przebiegu cukrzycy (22, 23). Zaletg me-
tod elektroforetycznych jest to, ze nie wymagaja one
zadnych zmian sprzetowych.

Zdaniem autora szczegdlne nadzieje budzi elektrofo-
reza kapilarna (CE) (24). Umozliwia ona szybki rozdziat
nawet pojedynczych prébek, a oznaczanie albuminy
na podstawie rozdziatéw CE jest metodg referencyj-
ng obok metody immunochemicznej. Szczegdlne na-
dzieje budzi technika wysokorozdzielczej elektroforezy
kapilarnej (Sebia), w ktérej udato sie rozdzieli¢ frak-

cje alfa-1-globulin na dwa gtéwne sktadniki: kwasny
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alfa-1-glikoproteid i alfa-1-antytrypsyne. Frakcja alfa-2
rozdzielana jest na alfa-2-makroglobuline i haptoglo-
bine, a frakcja beta-1 i beta-2 odpowiadajg odpowied-
nio transferynie i biatkom uktadu dopetniacza (ryc. 3).
Trzeba jednak pamieta¢, ze diagnostyka standw zapal-
nych u zwierzat wymaga wiedzy dotyczacej dynamiki
wzrostu biatek ostrej fazy u poszczegélnych gatunkéw
i biatko C reaktywne, cho¢ wystepuje we krwi niemal
wszystkich zwierzat, nie zawsze jest najlepszym marke-
rem stanu zapalnego (tab. 1). U wielu zwierzat wyraz-
ne wzrosty obserwujemy dla gtéwnych biatek osocza,
co utatwia interpretacje wynikéw elektroforetycznych
rozdziatow biatek (25).

Podsumowujac: w ostatnich latach jestesmy $wiad-
kami bardzo dynamicznego rozwoju weterynaryjnej
diagnostyki laboratoryjnej. Wiele rozwigzan sprzeto-
wych, technologii i koncepgji diagnostycznych moze

by¢ bezposrednio lub z niewielkimi modyfikacjami

koza
owca
kon

kot
Swinia
szczur
pies
cztowiek
ston

storh morski

przeniesionych z obszaru diagnostyki ludzi. Jak sie
wydaje, w chwili obecnej czynnikiem ograniczaja-
cym rozwdj tej dziedziny wiedzy jest brak informacji
o odrebnosciach gatunkowych poszczegdlnych zwie-
rzat. W Polsce, gdzie diagnostyka laboratoryjna jest
wyodrebniona jako osobny przedmiot studiéw, zbyt
matfo uwagi poswieca sie diagnostyce weterynaryj-
nej. Diagnosci laboratoryjni dobrze zaznajomieni
z procedurami analitycznymi, znajacy obstuge sprze-
tu i algorytmy diagnostyczne stosowane w wykrywa-
niu réznorodnych patologii, mogliby by¢ cennymi
partnerami dla lekarzy weterynarii. Rynek ustug we-
terynaryjnych dynamicznie sie rozwija, reaguja na to
producenci sprzetu medycznego. Autor niniejszego
tekstu chciatby zaapelowa¢ do wszystkich zaintere-
sowanych diagnostyka laboratoryjng o zwrdcenie
uwagi na pasjonujgce podobienstwa i réznice proce-
s6w biochemicznych zachodzgcych u naszych braci

mniejszych.

0 20 40 60 80

T T
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Ryc. 1. Zmienno$¢ gatunkowa wielkosci erytrocytéw. Objetos¢ krwinek stonia morskiego jest osmiokrotnie wieksza niz objetos¢ krwinek kozy.
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Ryc. 2. Histogramy rozkfadu ptytek — PLT, erytrocytéw — RBC oraz krwinek biatych — WBC uzyskane w liczniku przeznaczonym dla ludzi. Zwraca
uwage znaczne przesuniecie histogramu RBC dla kozy i stonia zwigzane ze znacznymi réznicami gatunkowymi wymiaréw erytrocytéw. U kozy
histogram rozktadu ptytek pokrywa sie z histogramem rozkfadu erytrocytéw, nie jest wiec mozliwy pomiar ilosci ptytek. W histogramach roz-
ktadu leukocytéw psa i kozy po lewej stronie widoczne sg erytrocyty, ktére nie do konca ulegty hemolizie.
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Ryc. 3. Rozdziat biatek surowicy otrzymany w systemie wysokorozdzielczej elektroforezy kapilarnej Capillarys HR — Sebia (mat. informacyjne
Sebia). W prawym goérnym rogu poréwnanie elektroforetycznych rozdziatéw biatek surowicy cztowieka (Cz) i szczura (S). Widoczna wyraznie
mniejsza ruchliwo$¢ elektroforetyczna albuminy szczura oraz wyraznie stabsza frakcja alfa-2 globulin.
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PRZYDATNOSC DIAGNOSTYCZNA | METODY OZNACZANIA
TRANSFERYNY UBOGOWEGLOWODANOWEJ (CDT)

THE DIAGNOSTIC USEFULNESS AND METHODS OF CARBOHYDRATE-DEFICIENT TRANSFERRIN (CDT) DETERMINATION

Bogdan Cylwik, Lech Chrostek, Maciej Szmitkowski

Streszczenie

W pracy podano definicje, przydatnosé diagnostyczng i metody oznaczania transferyny ubogoweglowodanowej
CDT (carbohydrate-deficient transferrin). CDT jest transferyng ze zmniejszong liczbg reszt kwasu sjalowego i jest
suma trzech izoform: asjalo-Tf, monosjalo-Tf i disjalo-transferyny. Jest czutym wskaznikiem przewlektej konsump-
¢ji alkoholu. Badanie znalazto zastosowanie w narodowych programach leczenia alkoholizmu, medycynie pracy,
ubezpieczeniowej i sgdowej. Do oznaczania CDT stosowane s metody chromatograficzne, elektroforetyczne,
immunometryczne i spektrometria masowa. Metodg referencyjng jest ogniskowanie izoelektryczne (IEF).

Stowa kluczowe

CDT, transferyna ubogoweglowodanowa, spozycie alkoholu.

Summary

The definition, diagnostic usefulness and methods for the determination of carbohydrate-deficient transfer-
rin (CDT) were given in the paper. CDT is a transferrin with a reduced number of sialic acid residues and is
a sum of three isoforms: asialo-Tf, monosialo-Tf and disialo-transferrin. It is a sensitive indicator of chronic
alcohol consumption. Measurement of CDT is also widely used in national alcohol abuse treatment pro-
grams, occupational medicine, life insurance medicine and forensic medicine. The chromatographic, electro-
phoretic, immunometric and mass spectrometric methods are used for determination of CDT. The reference
method is isoelectric focusing (IEF).

Keywords

CDT, carbohydrate-deficient transferrin, alcohol consumption.

Transferyna ubogoweglowodanowa CDT (carbohy-
drate-deficient transferrin) jest transferyng ze zmniej-
szong liczba reszt kwasu sjalowego i w obecnej swojej
definicji jest sumg trzech izoform: asjalo-Tf, mono-
sjalo-Tf i disjalo-transferyny (ryc.1) (1-3). Transferyna
jest glikoproteing zbudowang z trzech podjednostek
strukturalnych: tancucha polipeptydowego (679 ami-
nokwaséw) i dwoch tancuchéw oligosacharydowych
(ryc.1) (4). Kazda z tych podjednostek cechuje sie
zmiennoscig budowy (mikroheterogennosc), co jest
powodem istnienia wielu izoform (5). tancuchy oli-
gosacharydowe sg utworzone przez weglowodany:

mannoze, N-acetyloglukozoamine, galaktoze i kwas

sjalowy. W zaleznosci od liczby przytgczonych reszt
tego kwasu wystepuje dziewie¢ izoform transferyny
(tabela 1) (4, 6). U oséb zdrowych rasy kaukaskiej
dominuje tetrasjalo-Tf — fenotyp C (64-80%) (7, 8).
Przewlekta konsumpcja alkoholu przesuwa polimor-
fizm transferyny w kierunku izoform ze zmniejszong
iloscig kwasu sjalowego (1, 6).

CDT jest uznanym wskaznikiem przewlektej konsumpgji
alkoholu i badaniem szeroko stosowanym w diagno-
styce laboratoryjnej alkoholizmu w Europie Zachodniej
i USA (1, 9, 10). Czutos¢ i swoistos¢ diagnostyczna te-
stu sg wysokie, ale znajdujg sie w dosy¢ szerokim prze-
dziale wartosci: 33-96% i 46-100% (11). CDT nalezy
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do grupy tzw. markeréw dtugoterminowych (czas de-
tekcji we krwi powyzej tygodnia). Wzrost stezenia CDT
w surowicy obserwuje sie zwykle po spozyciu 60-80 g
etanolu dziennie przez okres co najmniej 1 tygodnia,
a powrot do wartosci prawidtowych nastepuje po oko-
to dwéch tygodniach od zaprzestania picia (1). Warto-
$ci prawidtowe CDT réznig sie w zaleznosci od rodzaju
metody; podano je w tabeli Il. Stezenie CDT mozna
wyraza¢ w jednostkach bezwzglednych (mg/l, U/l) lub
wzglednych (% CDT, CDT/transferyna catkowita) (12).

Do czynnikéw interferujgcych w oznaczeniach steze-
nia CDT w surowicy nalezg m.in. czynniki genetycz-
ne, rasa i wspdtistniejgce choroby (13, 14). Niejed-
noznaczny wplyw ma wiek, zasoby zelaza, palenie
tytoniu, BMI (body mass index), przebyte operacje
i zawartos¢ wody w organizmie — tzw. woda catkowita
(TBW — total body water). Wptyw innych czynnikéw,
takich jak pte¢, leki, masa ciata, choroby, jest stabo
udokumentowany. W grupie czynnikéw genetycznych
istotne znaczenie majg warianty genetyczne transfery-
ny i wrodzone zaburzenia glikozylacji CDG (congenital
disorders of glycosylation). Wyniki fatszywie dodatnie
moga wystepowac u osobnikéw heterozygotycznych
posiadajgcych 2 rézne allele BC, CD i C2C3, pomimo
iz osoby te spozywaja niewielkie ilosci alkoholu (1, 9,
15). Stezenia CDT we wrodzonych zaburzeniach gliko-
zylacji biatek sg wielokrotnie wyzsze niz u naduzywa-
jacych alkoholu (13).

Czestos¢ wystepowania odmian genetycznych biatka
jest zwigzana z rasg czfowieka. | tak u przedstawicieli
rasy kaukaskiej czestos¢ ta wynosi niecate 1%, ale juz
w populacji Afroamerykanéw, rdzennej ludnosci Afry-
ki, Ameryki Potudniowej i Australii siega 10, a nawet
30% (16, 17). Metaanaliza wykazata, iz disjalo-tranfe-
ryna (gtéwna frakcja CDT) nie jest podatna na wptywy
etniczne, wiek, pte¢, BMI i palenie tytoniu (14). Wzrost
stezenia CDT jest zwigzany z ciezkim uszkodzeniem

watroby i wystepuje u okoto 40% pacjentéw, bedacych
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Ryc. 1. Schemat struktury transferyny i CDT.
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Tabela I. Izoformy transferyny we krwi (6).

Oktasjalo-Tf
Heptasjalo-Tf
Heksasjalo-Tf
Pentasjalo-Tf
Tetrasjalo-Tf
Trisjalo-Tf

N W s U100 N

Disjalo-Tf
Monosjalo-Tf 1
Asjalo-Tf 0

zwykle w zaawansowanym stadium choroby (18, 19).
Zatem test ten nie moze byc stosowany jako wskaznik
nadmiernej konsumpcji alkoholu u chorych z ciezkimi
schorzeniami watroby.

Metody oznaczania CDT dzielg sie na posrednie i bez-
posrednie. Rutynowe pomiary posrednie zawsze s
poprzedzone izolacjg izoform CDT od nie-CDT i innych
biatek surowicy. Do izolacji stosuje sie techniki chro-
matograficzne lub elektroforetyczne, gdzie podstawg
rozdziatu jest wielkos¢ tadunku elektrycznego i wartos¢
punktéw izoelektrycznych (pl), ktére sg zalezne od licz-
by reszt kwasu sjalowego. Wartos¢ pl zmienia sie takze
wraz z zawartoscig zelaza w czasteczce transferyny i aby
usuna¢ te réznice, nalezy wysyci¢ nim wszystkie izofor-
my transferyny (9). Nastepnie dokonuje sie pomiaréw
ilosciowych, stosujac techniki m.in. radioimmunologicz-
ne (RIA — radioimmunoassay), immunoenzymatyczne
(EIA — enzyme immunoassay) lub turbidymetryczne (TIA
— turbidimetric immunoassay). Dopiero w 2005 r. poja-
wita sie pierwsza metoda bezposrednia oznaczania CDT
z uzyciem swoistych przeciwciat (20). Tabela Il przedsta-
wia metody oznaczania CDT, ich swoistos¢ analityczng
i wartosci prawidfowe lub punkty odciecia dla przewle-
ktego naduzywania alkoholu.

Metody elektroforetyczne to ogniskowanie izoelektrycz-

ne (IEF — isoelectric focusing), elektroforeza kapilarna

Brak danych < 0,5
5,1 <15
5,2 1-3
53 12-18
54 64-80
5,6 4,5-9,0
5,7 <25
58 <09
5,9 < 0,5

(CE — capillary electrophoresis), strefowa elektroforeza
kapilarna (CZE — capillary zone electrophoresis) (21, 22),
a takze elektroforeza powinowactwa z uzyciem lektyn
(LAE — lectin affinity electrophoresis) (23). Cechujg sie
one duzg rozdzielczoscig i wysokg czutoscia. Metodg
referencyjng jest ogniskowanie izoelektryczne IEF, kté-
re pozwala na rozdziat wszystkich izoform CDT, w tym
takze wariantow genetycznych (21, 22, 24). Technika
IEF jest rekomendowana do walidacji innych metod
i nowo wprowadzanych komercyjnych testow oznacza-
nia CDT (24) oraz weryfikacji wynikdw nieoczekiwanych
i watpliwych (25). IEF nie jest stosowana w celach ru-
tynowych ze wzgledu na skomplikowang metodyke,
czasochfonnos¢ i pracochfonnosé. Zaletg elektroforezy
kapilarnej CE jest szybki rozdziat CDT (takze odmian
genetycznych), mata objetos¢ probki oraz mozliwos¢
automatyzacji. Niektérzy autorzy proponujg CZE jako
metode referencyjng oznaczania CDT (26).

Do technik chromatograficznych zalicza sie chroma-
tografie jonowymienng (IEC — ion-exchange chroma-
tography), HPLC i chromatografie powinowactwa (AC
— affinity chromatography) (27, 28). Chromatografia
jonowymienna jest zwykle stosowana w testach ko-
mercyjnych, gdzie po wstepnej separacji izoform ste-
zenie wzgledne CDT moze by¢ oznaczane metoda

immunoturbidymetryczng. IEC nie wykrywa odmian
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Tabela Il. Charakterystyka metod oznaczania CDT.

Chromatografia jonowymienna z RIA 26-28 U/L
(CDTect-RIA; Pharmacia;

zmodyfikowana metoda Stiblera)

Chromatografia jonowymienna z EIA 26-28 U/L

(CDTect-EIA; Pharmacia)
CDTect/Tf

Chromatografia jonowymienna z RIA
(%CDT; Axis)

1.3%/ 1,0%
2,5%

Chromatografia jonowymienna z TIA 5-6%
(%CDT-TIA lub %CDTri-TIA: Axis)

Chromatografia jonowymienna z TIA 6%
(Tina-quant %CDT/transferrin; Roche)

Chromatografia jonowymienna z TIA 2,6%
(Tina-quant %CDT2nd/transferrin; Roche)

Chromatografia jonowymienna z TIA 2,5-2,7%

(ChronAlcol.D; Sangui)

Chromatografia powinowactwa z lektyng

100-110 mg/L
1,4%

Chromatografia powinowactwa z lektyna 1,3%
Elektroforeza kapilarna 1,3%
(CAPILLARYS™CDT; Sebia)

Strefowa elektroforeza kapilarna 4,5%
Strefowa elektroforeza kapilarna 1,25%
(CEofix™CDT; Analis)

HPLC 80 mg/L
HPLC 1,75-2,5%
(Clin-Rep-CDT;Recipe)

Ogniskowanie izoelektryczne z immuno- 4 DU
blottingiem i densytometria

Ogniskowanie izoelektryczne z immuno- 4,4%
fiksacja

Ogniskowanie izoelektryczne zimmuno- 5%
fiksacja

Metoda immunonefelometryczna 1,19--2,47%

(N Latex CDT; Dade Behring)

18-20 U/L Asialo-, mono- i disialo-Tf (1, 30)
18-20 U/L Asialo-, mono- i disialo-Tf (1, 30)
1,3%/ 0,6% Asialo-, mono- i disialo-Tf (23, 31)
2,5% Asialo-, mono- i disialo-Tf Instr.
techn
5-6% Asialo-, mono-, disialo Instr.
i 50% trisialo-Tf techn
6% Asialo-, mono-, disialo Instr.
i 50% trisialo-Tf techn
2,6% Asialo-, mono-, disialo-Tf Instr.
techn
2,5-2,7% Asialo-, mono- i disialo-Tf (32)
100-110 mg/L (32)
1,4% CDT-Allo A (34)
1,3% CDT-TIA (34)
1,3% Asialo- i disialo-Tf (33)
4,5% Asialo-, mono-, disialoi trisialo-Tf (35)
1,25% Asialo- i disialo-Tf (36)
80 mg/L Asialo-, mono- i disialo-Tf (37)
1,75-2,5% Asialo- i disialo-Tf Instr.
techn.
4 DU Asialo-, mono- i disialo-Tf (15)
4,4% Asialo-, mono- i disialo-Tf (28)
5% Disialo-Tf (21)
1,19--2,47% Asialo-, mono- i disialo-Tf Instr.
techn.

genetycznych transferyny. W ostatnich latach pojawity
sie testy komercyjne do oznaczania CDT z rozdziatem
izoform technikg HPLC: Clin-Rep-CDT-HPLC (Recipe,
Niemcy) i Bio-Rad %CDT-HPLC (Bio-Rad, Niemcy) (29).
Pozwalaja one na eliminacje wynikéw fatszywych (do-
datnich i ujemnych). W poréwnaniu z ogniskowaniem
izoelektrycznym metody chromatograficzne potrzebu-
ja na ogét wiekszej objetosci materiatu (100-500 ul),
s§ mniej czute i wybidrcze, poza tym czasochtonne,
pracochtonne i wymagajg specjalnej aparatury.

Metody immunometryczne stosowane s3 zwykle

w testach komercyjnych. Pierwszy taki zestaw do ruty-
nowego oznaczania CDT pojawit sie w 1993 r. byt to
CDTect-RIA (Pharmacia & Upjohn, Szwecja), a w latach
nastepnych kolejne: %CDT (Axis, Norwegia), CDTect-
EIA (Pharmacia & Upjohn, Szwecja), %CDT-TIA (Axis-
Shield, Norwegia), %CDTri-TIA (Bio-Rad, USA), Tinaqu-
ant-%CDT/transferrin (Roche, Niemcy), ChronAlcol.D
(Sangui, USA), Clin-Rep-CDT-HPLC (Recipe, Niemcy)
i Bio-Rad %CDT-HPLC (Bio-Rad, Niemcy) (tabela Il).

W testach tych w pierwszym etapie przeprowadza sie

frakcjonowanie biatka (oddzielenie form CDT od nie-CDT)
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na mikrokolumnach gtéwnie metoda chromatogra-
fi jonowymiennej, a dopiero pdzniej w uzyskanym
eluacie dokonuje sie immunometrycznego pomia-
ru izoform CDT technikami immunologicznymi, ta-
kimi jak RIA, EIA, TIA. Metodg rozdziatu w testach
Clin-Rep-CDT i Bio-Rad %CDT jest natomiast HPLC.
Przed natozeniem materiatu na kolumne przeprowa-
dza sie wysycenie transferyny zelazem celem usuniecia
form Fe1- i FeO-TH.

Testy komercyjne pozwalajg na oznaczenie trzech izo-
form CDT (asialo-, monosialo- i disialo-Tf) lub czterech
(asialo-, monosialo-, disialo- i trisialo-Tf). W 2005 r.
pojawita sie nowa metoda immunometryczna (immu-
nonefelometryczna) oparta na bezposrednim pomia-
rze CDT w surowicy (N Latex CDT, Dade Behring, USA)
(20). Byta to pierwsza metoda, ktéra nie wymagata

wstepnej ekstrakgji biatka, a bezposredni pomiar CDT
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WSKAZANIA DO MIKROSKOPOWEJ OCENY ROZMAZU
KRWI OBWODOWEJ | AKTUALNE MOZLIWOSCI
PRZEPROWADZANIA KONTROLI JAKOSCI TEGO BADANIA

INDICATIONS FOR MICROSCOPIC PERIPHERAL BLOOD SMEAR EXAMINATION
AND PRESENT APPLICABILITY OF QUALITY CONTROL OF THIS METHOD

Krzysztof Lewandowski

Streszczenie

Ocena mikroskopowa rozmazu krwi obwodowej jest niezbedna dla zapewnienia poprawnosci automatycz-
nych oznaczen morfologicznych krwi. W artykule omdéwiono wskazania do przeprowadzania mikroskopowe;j
analizy rozmazu krwi na podstawie wytycznych ISLH. Przedstawiono réwniez wymogi, jakie powinny spet-
nia¢ programy kontroli jakosci badania mikroskopowego krwi.

Stowa kluczowe

ISLH, ocena rozmazu krwi, kontrola jakosci

Summary

Microscopic examination of peripheral blood smear is necessary for assurance of accurate results of automa-
ted blood morphology testing. This paper presents indications, based on ISLH recommendations, for con-
ducting the microscopic assessment of blood smear. It also discuses requirements which have to be fulfilled
by blood smear morphology quality control programs.

Keywords
ISLH, blood film examination, quality control

\></spc'>’fczesne laboratoria  medyczne  korzystajg
z coraz bardziej wyrafinowanych metod diagnostycz-
nych. O wifasciwg jako$¢ badan generowanych przy
uzyciu tych technik dbajg producenci analizatoréw,
oferujgc odpowiednie odczynniki kalibracyjne oraz ze-
stawy kontrolne. Dzieki nim powinna by¢ w sposéb
ciggly monitorowana jakos¢ wykonywanych oznaczen
i przeprowadzane procedury wewnetrznej kontroli ja-
kosci. Uzyskanie wartosci kontrolnych mieszczacych sie
w dopuszczalnym zakresie dowodzi, ze dany analizator
funkcjonuje poprawnie, a uzyskiwane wyniki nieprawi-
dtowe najczesciej sg odzwierciedleniem jakiej$ patologii,
skutkiem interferencji albo btedu przedanalitycznego.

Przy prawidtowo funkcjonujgcym analizatorze bioche-

micznym trudnos¢ zwigzana z interpretacjg nieprawidfo-
wego wyniku w wiekszosci przypadkdw bierze sie wia-
$nie z koniecznosci wykluczenia interferencji czy btedéw
zwigzanych z pobraniem lub przygotowaniem prébki do
analizy. Niekiedy konieczne staje sie powtdrne przepro-
wadzenie oznaczenia z ponownie pobranego materiatu,
dotyczy to jednak tylko niewielkiej czesci probek. Rzadko
wymagane jest przeprowadzenie innych dziatan.

Nieco bardziej ztozone jest zapewnienie odpowiedniej
jakosci oznaczeh morfologicznych krwi. Samo prawi-
dtowe zliczenie poszczegdlnych elementéw uposta-
ciowanych krwi i ich zréznicowanie przez analizator
jest czesto niewystarczajgce. Nierzadko analizator

sygnalizuje koniecznos$¢ weryfikacji jednego badz
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wielu parametréw. Wynika stad, ze sam analizator
hematologiczny, chocby najnowoczesniejszy, nie
rozwigzuje wszystkich problemoéw. Konieczne jest
weryfikowanie wartosci uzyskiwanych metodami
automatycznymi za pomocga innych technik, najcze-
$ciej oceng mikroskopows.

Zagadnienie ustalenia szczegdétowych wskazan do
przeprowadzenia uzupetniajgcej oceny mikrosko-
powej po badaniu morfologicznym krwi jest na tyle
ztozone, ze dopiero niedawno panel ekspertéw
Miedzynarodowego Towarzystwa Hematologii La-
boratoryjnej (International Society for Laboratory
Hematology, ISLH) opracowat projekt odpowied-
nich wytycznych. Petny wykaz szczegdtowych za-
lecen jest dostepny na stronie internetowej towa-
rzystwa (www.islh.org), warto jednak przytoczyc
w tym miejscu najwazniejsze z nich (1). Za koniecz-
ne uznano np. badanie mikroskopowe rozmazu krwi
pobieranej po raz pierwszy od noworodkéw. Roz-
maz nalezy zawsze oceni¢ w przypadku wystgpienia
szeregu zmian ilosciowych w pierwszorazowym ba-
daniu morfologicznym krwi. Zmiany te wymieniono
w tabeli obok. Réwniez sygnalizowane przez anali-
zatory zmiany jakosciowe moga wymaga¢ weryfikacji

mikroskopowej. Jest to obecnos¢ m.in.: dwdéch po-

placdwkach diagnostycznych nawet i takie dziatania
nie sg mozliwe do realizacji ze wzgledu na brak drugiej
osoby o odpowiedniej wiedzy i kwalifikacjach. Dlatego
niezwykle istotne jest uczestniczenie w programach
zewnetrznej kontroli jakosci, ktore sg jedynym sposo-
bem weryfikacji umiejetnosci personelu.

Obecnie na rynku dostepnych jest wiele programéw
kontroli jakosci oceny rozmazéw krwi obwodowej. Sg
one w rézny sposdb zaprojektowane, dlatego zrézni-
cowany jest stopien trudnosci. Najczesciej wykorzysty-
wane sg sprawdziany, w ktérych oceniane sa gotowe
barwione preparaty. Aby dany program maogt spetniac
swojg funkcje, musi by¢ opracowany zgodnie z publi-
kowanymi wytycznymi miedzynarodowych grup eks-
perckich, zajmujgcych sie zewnetrzng kontrolg jakosci
w medycynie laboratoryjnej (2, 3).

Zgodnie z tymi zaleceniami do celéw przygotowania
kontroli powinna by¢ wykorzystywana zaréwno krew
prawidtowa, jak i patologiczna, pobrana na EDTA. Ze
wzgledu na niestabilno$¢ materiatu uczestnicy kon-
troli powinni otrzymac gotowe rozmazy, ktére powin-

ny by¢ wykonane w ciggu 3 godzin od pobrania krwi

Tabela. Zmiany ilosciowe w pierwszorazowym badaniu morfolo-
gicznym krwi.

pulagji erytrocytéw, fragmentéw erytrocytéw lub ery- leukocytoza > 30 x 10/ lub < 4 x 107!
trocytéw opornych na lize, agregatéw ptytkowych, plytki krwi > 1000 x 10%lub < 100 x 107!
niedojrzatych granulocytéw, atypowych limfocytdw, nEmEE Bl = 7 @il Mo 2 gl pere] g
. granicy normy dla ptci

komorek blastycznych i erytroblastow.

McV < 75 fl lub > 105 fl
Z zacytowanych zalecen wynika, ze dla prawidtowe-

RDW > 22%
go funkcjonowania pracowni hematologicznej réwnie

neutrocyty > 20 x 10 lub < 1 x 10
wazne jak analizator jest doswiadczenie i wiedza za- limfocyty b < T p————
trudnionego w niej personelu. Nalezy podkresli¢, ze u dorostych: > 5 x 109
w przeciwienstwie do innych analiz w badaniach monocyty u dzieci < 12 lat: >3 x 109

. . L. u dorostych: > 1,5 x 10Y
mikroskopowych bardzo ograniczone sg mozliwo-
, . . . , . L eozynofile > 2 x 109
$ci kontroli wewnatrzlaboratoryjnej, ktéra najczescie;
. .. .. , bazofile > 0,5 x 107
sprowadza sie do konsultacji z bardziej doswiadczo-
, - . . erytroblasty dowolna wartos¢
nym wspdtpracownikiem. Nierzadko w niewielkich
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metodg manualng albo automatyczng (za pomoca sys-
temdw SPS). Rozmazy o dfugosci co najmniegj 2,5 cm
moga byc¢ barwione przez organizatora kontroli lub ro-
zestane w formie niebarwionej. Rozmazy przed wysta-
niem powinny zosta¢ skontrolowane makroskopowo,
a przynajmniej cze$¢ z nich (wskazana w sposob losowy)
takze mikroskopowo. Kontrola ta ma na celu potwier-
dzenie poprawnosci wybarwienia (m.in. jednolitego
w catym preparacie zabarwienia, braku znacznych ilosci
stratéw). Sposdb zabarwienia komdrek musi bowiem
umozliwia¢ pewng identyfikacje wszystkich rodzajow
komdrek. Od uczestnikéw kontroli nalezy oczekiwac
podania sktadu odsetkowego leukocytéw, opisu zmian
jakosciowych w zakresie erytrocytow, leukocytéw i pty-
tek krwi (objawy te nalezy wybiera¢ z dostarczonej listy).
Powinni oni zaproponowac najbardziej prawdopodobne
rozpoznanie oraz badania uzupetniajgce odpowiednie
do odpowiedniej sytuacji klinicznej. Odpowiedzi udzie-
lone przez uczestnikéw kontroli nalezy odnie$¢ do oceny
ekspertéw kontroli, ktérzy powinni okresli¢ znaczenie po-
szczegdlnych parametréw jako kluczowe lub drugorze-
dowe. Na tej podstawie jakosciowe wyniki kontroli po-
winny by¢ ocenione jako prawidtowe, akceptowalne lub
nieprawidfowe. W przypadku parametréw ilosciowych
organizator sprawdzianu definiuje zakres prawidtowy
(na podstawie wielokrotnosci odchylerr standardowych
z ocen ekspertéw lub wymogoéw klinicznych). Koncowy
raport z kontroli powinien ponadto zawiera¢ prawidfowe
rozpoznanie, réznicowanie, peten opis przypadku i ko-
mentarz eksperta dotyczacy najczestszych bteddw. Istot-
ny objaw mozna dodatkowo przedstawi¢ na zdjeciu.

W ostatnich latach do programéw kontroli jakosci
coraz szerzej wkracza mikroskopia wirtualna. Zdjecie
preparatu sporzadzone pod duzym powiekszeniem
zamieszczane jest na serwerze i moze by¢ ono ogla-
dane w réznych powiekszeniach i na catej powierzchni

z wykorzystaniem tacz internetowych. Metoda taka

ma duzo zalet. Organizator kontroli ma pewnos¢, ze
wszyscy uczestnicy ogladajg doktadnie to samo. Nie
ma koniecznosci wykonywania duzej ilosci preparatéw,
rozsytania ich w wiele migjsc. Kontrola moze sie odby¢
szybciej i jej przygotowanie i rozestanie nie jest tak pra-
cochfonne jak w przypadku tradycyjnych rozmazéw.
Bardzo istotng zaletg jest mozliwos¢ prezentacji rzad-
kich patologii, w przypadku ktérych nie ma mozliwosci
wykonania duzej liczby preparatéw, do przygotowania
sprawdzianu internetowego wystarczy bowiem poje-
dynczy preparat, wykonany w dowolnym czasie.

Jednak jak dotad sprawdziany internetowe nie maja
zbyt wielu zwolennikéw wsréd odbiorcow. Sktada sie
na to wiele czynnikédw. ,Preparaty” wirtualne nie s3
tym, do czego uczestnicy przywykli i z czym majg do
czynienia w codziennej pracy. Sposéb ich ogladania
jest inny, znacznie wolniejszy, tym wolniejszy im gor-
sze jest fgcze internetowe i starszy sprzet komputero-
wy. Rbzna kalibracja barw i jasnosci monitorow moze
powodowac kolejne problemy. Poza tym oceniany ob-
raz jest wytacznie dwuwymiarowy i nie ma mozliwosci
ogniskowania obrazu na réznych detalach komorek,
z czego stale korzysta sie przy pracy z mikroskopem.
Wszystko to powoduje, ze do kwestii kontroli interne-
towe] podchodzi sie z duzym dystansem, zwtaszcza
jesli oceniany ma by¢ materiat z reguty ubogokrwin-
kowy w zakresie leukocytéw, jakim jest krew obwodo-
wa. Jesdli dany program kontroli jakosci, niezaleznie od
tego, czy prowadzony w oparciu o rozsytane preparaty
czy tez za posrednictwem internetu, zostat opracowa-
ny zgodnie z cytowanymi wytycznymi, oznacza to,
ze spetnia swoja podstawowa funkcje weryfikowania
umiejetnosci, a czesto ma przy tym duzy walor eduka-
cyjny. Dlatego warto uczestniczy¢ w zewnetrznych pro-
gramach kontroli jakosci w ocenie rozmazéw krwi ob-
wodowej, nic bowiem nie wskazuje, aby w najblizszym

czasie analizatory miaty nas w tej czynnosci wyreczyc.
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warto wiedzied

ROLA HBA1C W MONITOROWANIU GLIKEMII
AACC - Strategies 2010, Defining HbATc role in nondiabetics

Badania opublikowane w 1993 roku znane jako DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) wykazaty scisty zwigzek
pomiedzy prawidtowa kontrolg glikemii w typie 1 cukrzycy, oceniana na podstawie oznaczenia HbA1c, a tempem rozwoju
mikroangiopatii. Od tej pory rola HbA1c w dtugoterminowym monitorowaniu glikemii rosta, zostaty réwniez sprecyzowa-
ne warunki standaryzacji metod jej oznaczania. Opublikowane ostatnio prace zwracajg tez uwage na mozliwe znaczenie
HbATc w ocenie ryzyka zgonu (all cause mortality) u oséb bez cukrzycy. Jest ona réwniez czynnikiem predykcyjnym za-
chorowalnosci na cukrzyce i choroby uktadu krgzenia (N. Eng. J. Med. 2010; 362). Autorzy potwierdzajg wyzsze wartosci
HbA1c u rasy czarnej.

EFEKT TERAPEUTYCZNY WYSOKICH DAWEK WITAMIN B U OSOB Z USZKODZONYMI NERKAMI
AACC - Strategies 2010, Assessing high dose B-vitamin therapy in diabetes

U okoto 40% cukrzykéw w Stanach Zjednoczonych stwierdza sie réznego stopnia nefropatie, ktéra stanowi ogromny pro-
blem nie tylko zdrowotny, ale réwniez spoteczny. Wiadomo, ze wysoki poziom homocysteiny jest jedng z przyczyn rozwoju
nefropatii, retinopatii, a takze innych choréb naczyniowych w tej grupie chorych, a podanie lekéw z grupy witamin B poprzez
obnizenie stezenia homocysteiny moze zwolni¢ proces narastania niewydolnosci nerek. W ramach wieloosrodkowego badania
Diabetic Intervention with Vitamins to Improve Nephropathy, trwajgcego 3 lata i obejmujgcego 238 cukrzykdw, potowie z nich
podawano 2,5 mg kwasu foliowego, 25 mg witaminy B, i Tmg witaminy B,, na dobg, druga pofowa otrzymywata placebo.
Wszyscy badani mieli okresowa ocene wydolnosci nerek, a takze kontrole poziomu homocysteiny. Zgodnie z oczekiwaniami
stezenie homocysteiny w grupie przyjmujacej witaminy spadato, ale jednoczesnie obserwowano u nich szybszy spadek prze-
sgczania oraz wiekszg liczbe incydentéw naczyniowych niz w grupie placebo. Nieoczekiwane dla badaczy wyniki wywotaty
szerokg dyskusje na temat witamin B u 0séb z uszkodzonymi nerkami. Brano pod uwage m.in. nasilenie proliferacji komorek
pod wptywem kwasu foliowego, zwiekszenie metylacji I-argininy, a takze uszkadzajacy efekt cjankobalaminy.

NOWY WZOR DLA OCENY WYDOLNOSCI NEREK

Przesgczanie ktebuszkowe (GFR — glomerular filtration rate), odzwierciedlajace czynnos¢ nerek, jest rutynowo podawane na
wynikach badan laboratoryjnych jako tzw. eGFR, (szacunkowe GFR), wyliczane ze wzoru MDRD, bazujacego na czterech pa-
rametrach (stezenie kreatyniny w surowicy, rasa, pte¢ i wiek). Znane s ograniczenia dla wykorzystywania wzoru, niemniej jest
on szeroko akceptowany dla oceny wydolnosci nerek. W maju 2009 r. zostat przedstawiony nowy wzér — CKD-EPI (Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration), opracowany na podstawie wieloosrodkowych badan populacyjnych, prowadzo-
nych w latach 1999-2006 w ramach NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) i oparty na tych samych
parametrach co MDRD. Uzyskane wyniki wykazaty, ze zgodnos¢ z wartosciami otrzymanymi przy zastosowaniu pomiaru
bezposredniego GFR z uzyciem substancji egzogennych jest wyzsza niz w przypadku eGFR MDRD. Doniesienia te wymagajg
dalszego potwierdzenia przydatnosci klinicznej.

Biezgce informacje wraz z automatycznym kalkulatorem dostepne sg m.in. na stronie wikipedia; Renal function

INTERFERUJACY WPEYW HEMOLIZY NA WYNIKI BADAN
Clinical Chemistry 2010, 56: 1195.

Wraz ze wzrastajgca rolg troponin jako markera sercowego nasuwa sie szereg watpliwosci, dotyczacych wptywu réz-
nych czynnikéw interferujacych, ktére moga utrudni¢ lub wrecz uniemozliwi¢ interpretacje zmian szczegdlnie w zakresie
niskich stezen. Jednym z takich czynnikéw jest hemoliza krwinek czerwonych, ktérg mozna zaobserwowad zwtaszcza
w probkach pobieranych w przypadkach nagtych (,na ostro” — cito); dotyczy to nawet do 20% wszystkich probek.
W numerze lipcowym Clinical Chemistry zostaty przedstawione wyniki oznaczen troponin w prébkach o réznym nasileniu
hemolizy, z zastosowaniem réznych zestawdw firmowych. Wptyw hemolizy na wyniki nie budzi watpliwosci, aczkolwiek
moze on by¢ réznokierunkowy w zaleznosci od zestawu.

IN VITRO EXPLORER
przeglgd medycyny laboratoryjnej zeszyt 1 (10) 2010




IN VITRO EXPLORER

przeglgd medycyny laboratoryjnej zeszyt 1 (10) 2010



IN VITRO EXPLORER

przeglgd medycyny laboratoryjnej zeszyt 1 (10) 2010



