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FLEKTROFOREZA W PRAKTYCE LABORATORYJINEJ
CZ.1 ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY BIALEK SUROWICY

ELECTROPHORESIS IN EVERYDAY PRACTICE PART 1 ROUTINE SERUM PROTEIN ELECTROPHORESIS

Dagna Bobilewicz

Streszczenie

Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy na podtozu agarozowym pozwala na uzyskanie 5 gtéwnych frakgji,
w tym jednorodnej frakcji albumin i heterogennych globulin. Automatyzacja procesu umozliwia otrzymanie wy-
raznych obrazéw informujgcych nie tylko o zmianach w ramach poszczegélnych frakgji, ale réwniez o ogélnym
stanie biatek surowicy. Elektroforeza nie okresla stezeh poszczegdlnych biatek ani ich nie identyfikuje, lecz stanowi
wstepny etap do dalszej diagnostyki.

Stowa kluczowe

elektroforeza biatek surowicy, agaroza, systemy automatyczne.

Summary

Serum protein electrophoresis on agarose medium enables distinction of 5 main fraction among them homogenous
albumin and heterogeneous globulins. Thanks to process automation bands are clearly separated and visible and
provide information not only about changes within fraction but also those regarding the general protein pattern.
Electrophoresis neither gives results for individual proteins nor identifies them but indicates the direction for further

diagnostic process.
Keywords

serum protein electrophoresis, agarose, automatic systems.

Biafka sg drugim po wodzie komponentem ustroju
ludzkiego, stad mozliwosci oceny poszczegdlnych ich
skfadnikéw budzity zainteresowanie od chwili poznania
ich roli tak w procesach fizjologicznych, jak i w rozwoju
patologii. Juz w 1878 roku francuski chemik Mehu
przedstawit propozycje oznaczen albumin. Nastepny
krok to rozdzielanie albumin od globulin przy za-
stosowaniu siarczanu amonu. W roku 1930 Tiselius
wprowadzit klasyczng technike rozdziatu frakgji biat-
kowych w polu elektrycznym, jednak uzycie ptynnego
podtoza i skomplikowane] aparatury uniemozliwiato
wprowadzenie metody do badan rutynowych. Dopiero
w latach 60. XX wieku elektroforeza stata sie czescig
oznaczen biatkowych w laboratoriach medycznych,
przechodzac kolejne stadia od rozdziatéw prowa-
dzonych na bibule, poprzez uzywany do dzi$ jako
nosnik octan celulozy, po zel agarozowy, ktory zyskat
popularnos¢. Jest on szeroko stosowany ze wzgledu

na dobre obrazy, a takze swojg przezroczystos¢, ktéra

pozwala uniknac tzw. etapu przejasniania, charakte-
rystycznego dla octanu celulozy. Duze perspektywy ma
elektroforeza kapilarna, ktéra rozwija sie réwnolegle
do istniejacych technik (2, 3).

Terminem elektroforeza okresla sie zjawisko migracji
czastek lub czasteczek w polu elektrycznym w zalez-
nosci od posiadanego tadunku. Elektroforeza stoso-
wana do podstawowego rozdziatu biatek (tzw. zone
electrophoresis) to zachodzacy w porowatym podtozu
jednoczesny rozdziat na poszczegdlne frakcje. Czagstki
o fadunku dodatnim poruszajg sie w kierunku anody,
ujemne zas$ w kierunku katody, natomiast ruchliwos¢
amfolitéw (substancje mogace przybiera¢ tadunek
badZ dodatni, badZ ujemny; mozna do nich zaliczy¢
biatka ze wzgledu na to, ze posiadajg zaréwno grupy
aminowe, jak i karboksylowe) zalezy od pH podtoza.
W $rodowisku kwasnym o nizszym pH niz ich punkt
izoelektryczny maja one tadunek dodatni, w zasado-

wym przyjmuja tadunek ujemny i migruja w kierunku
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anody. Szybkos¢ migracji zalezy od:

@ fadunku czastki

® wielkosci i ksztattu czastki

® sity elektrycznej pola (volt/cm)

® temperatury rozdziatu

® wiasciwosci nosnika.

Szybkos¢ migracji jest wprost proporcjonalna do ta-
dunku i odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czastki
i lepkosci podtoza. Istnieje réwniez szereg innych
czynnikdw wptywajacych na migracje.

Agaroza, najpopularniejszy nosnik stosowany w elektro-
forezie biatek, jest frakcjg agaru i stosowana w niskich
stezeniach (05-1%) tworzy duze pory, pozwalajgce na
migracje nawet duzych czastek biatek bez zjawiska
dystorsji frakcji. Ogranicza réwniez zjawisko elektroen-
doosmozy. Rozdziaty na agarozie zalezg od stosunku
tadunku do masy - inaczej niz rozdziaty na zelu polia-
krylamidowym, dziatajgcym jak sito molekularne, gdzie
ma réwniez znaczenie wielkos$¢ czasteczki (2, 3).
Rutynowe rozdziaty biatek na agarozie prowadzone s3
w buforze o pH zasadowym, przy zastosowaniu manual-
nej lub automatycznej metody aplikacji. Coraz szerzej
dostepne systemy automatyczne standaryzuja warunki
migracji oraz etapy suszenia i barwienia (1) (rys. 1).
Najczesciej do wybarwiania frakgji biatkowych stosuje sie
czern amidowa, btekit Coomasie, a takze kwasny fiolet,
zas$ w przypadku octanu celulozy - czerwien pasowsa,
ktéra mniej wyraznie wybarwia biatka monoklonalne
o niewielkim stezeniu. Sposéb ilosciowego wyrazania
frakcji to densytometrowanie, a nastepnie przeliczanie
poszczegdlnych frakcji na wartosci procentowe oraz
na stezenia bezwzgledne w odniesieniu do znanego,
uprzednio oznaczonego stezenia biatka catkowitego.
Jako materiat do badan uzywa sie surowicy, ktéra moze
by¢ przechowywana w temperaturze 4-8°C przez 7 dni.
Nie jest wskazane stosowanie osocza ze wzgledu na to,
ze fibrynogen moze powodowac powstanie dodatko-

wego pasma w obrebie gammaglobulin, imitujgcego

biatko monoklonalne. W przypadku watpliwosci zaleca
sie nawet dodatkowe wykrzepienie surowicy przy uzyciu
trombiny.

Zakresy wartosci prawidtowych podawane przez producen-
téw jak réwniez przez réznych autoréw w pismiennictwie
powinny by¢ zweryfikowane przez laboratorium, ktére
réwniez powinno miec wyliczone wspdtczynniki zmiennosci
dla nieprecyzji w odniesieniu do poszczegdlnych frakgji
(1, 2). Zgodnie z danymi z piSmiennictwa wspdtczynnik
zmiennosci dla oznaczen w serii (na jednej ptytce) wynosi
od 1% dla albumin do 4,5% dla betaglobulin, a miedzy
seriami (z dnia na dzien) odpowiednio od 2,1 do 7,3%(1).
Doswiadczenia wiasne potwierdzaja te wartosci. Ze wzgle-
du na trudny dostep do materiatu kontrolnego dobrej ja-
kosci codzienne oznaczenia kontrolne powinny opierac sie
na ocenie wynikéw pacjentéw lub materiale zlewkowym,
a na kazdej ptytce musi znajdowac sie przynajmniej jeden
rozdziat prawidtowy dla poréwnania.

Rutynowo wykonywane rozdziaty biatek surowicy
pozwalajg na uzyskanie 5-6 frakgcji. Znajduje sie tam
najwieksza homogenna frakcja albumin oraz pozosta-
te frakcje reprezentujace globuliny alfa 1, alfa 2, beta
(beta 1, beta 2) oraz gamma, sktadajace sie z réznych
biatek, petnigcych réznorodne funkcje i noszacych
czesto nazwe biatek specyficznych. Dopiero ilosciowe
ich oznaczenia mogg dostarczad istotnych informacji,
trudnych do uzyskania wytgcznie w oparciu o rozdziaty
elektroforetyczne. Jako przyktad moze postuzy¢ biatko
C-reaktywne - typowe biatko ostrej fazy, ktérego ste-
zenie wyrazane w mg/l nawet w warunkach wybitnej
patologii jest zazwyczaj zbyt mate, aby mogto byc
uwidocznione w elektroforezie. Innym przyktadem jest
naktadanie sie prazkéw biatek migrujgcych blisko siebie
- jak ,,blokowanie” haptoglobiny przez ceruloplazmine.
Wsréd frakgji globulin rozréznia sie (rys. 2):

e alfa 1 (orozomukoid, antytrypsyna, antychymo-
trypsyna, alfafetoproteina)

@ alfa 2 (haptoglobina, ceruloplazmina, makroglobulina)
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® beta (transferyna, hemopeksyna, C3, betalipoproteiny).
Frakcja beta 2, w sktad ktérej wchodzi C3, moze by¢
uwidoczniona tylko w swiezej surowicy i nie ma istot-
nego znaczenia diagnostycznego, dlatego na ogoét nie
jest uwzgledniana jako odrebna, lecz podawana jako
frakcja beta

® gamma (immunoglobuliny).

Zaburzenia w poszczegdlnych frakcjach moga byc¢ spo-
wodowane réznymi przyczynami, a w szczegdlnosci:
® Frakcje podwojne, frakcje dodatkowe, brak frakgji
badzZ ich znaczne obnizenie moga by¢ skutkiem uwa-
runkowan genetycznych.

® Zmiana ruchliwosci elektroforetycznej moze nastgpic
w wyniku innych, niegenetycznych przyczyn, jak np. przy-
taczenie dodatkowych grup chemicznych lub zwigzkéw
(zmiana ruchliwosci albumin po przytaczeniu salicylanéw
czy nadmiaru wolnych kwaséw ttuszczowych).

® Dodatkowy prazek moze pojawic sie w wyniku wy-
bitnego wzrostu stezenia jednego z biatek (np. prazek
miedzy albuming i alfa 1 w wyniku ponad 100-krotnego
wzrostu alfafetoproteiny lub uwidocznienie stabego
prazka we frakcji gamma w wyniku wybitnego wzrostu

stezenia CRP).
Interpretacja podstawowych zaburzen, stwier-
dzanych w rozdziale elektroforetycznym biatek

surowicy

Zmiany w zakresie frakgji albumin

- Hipoalbuminemia manifestujgca sie obnizeniem war-
tosci albumin moze by¢ spowodowana:

- niedoborami pokarmowymi (niedozywienie, zespoty
ztego wchfaniania)

- uposledzong syntezg albumin przez watrobe

- nasilong utratg albumin (zespdt nerczycowy, oparzenia)
- hiperkatabolizmem.

Nalezy pamieta¢, ze stezenie albumin oznaczane zauto-

matyzowanymi metodami barwnikowymi jest o kilka

procent wyzsze niz dane uzyskane z rozdziatu elektrofo-
retycznego, pojedynczy wynik natomiast mozna uzyskac
znacznie szybciej, w tym réwniez w trybie pilnym.

- Bisalbuminemia charakteryzujgca sie dwoma pikami
w zakresie frakgji albumin moze by¢ wrodzona badz
towarzyszy¢ okreslonym patologiom trzustki.

- Rzadkim wrodzonym defektem jest prawie catkowity

brak albumin (stezenie okoto 0,5 g/dl).

Zmiany w zakresie frakcji alfa 1

- Obnizenie zwigzane jest gtéwnie z wrodzonym nie-
doborem alfa-1-antytrypsyny.
- Podwyzszenie, czesto réwnolegte do podwyzszenia

alfa 2, najczesciej jest wynikiem reakgji ostrej fazy.

Zmiany w zakresie frakgji alfa 2

- Frakcja podwdjna moze by¢ wynikiem badz uzycia
surowicy wykazujagcej slady hemolizy, badZ obecnosci
réoznych fenotypow haptoglobiny (co nie musi by¢
zwigzane z patologig kliniczng) lub nietypowej migracji
defektywnej apolipoproteiny B.

- Obnizenie wystepuje w uszkodzeniu komérki watrobo-
wej i obnizeniu syntezy biatek lub w wyniku hemolizy
wewnatrznaczyniowej, prowadzacej do wyczerpania
haptoglobiny.

- Ze wzrostem (haptoglobiny) mamy do czynienia w sta-
nach zapalnych, a takze w zespole nerczycowym, dla
ktoérego charakterystyczny jest rowniez spadek aloumin
i wzrost frakcji beta ze wzgledu na wspdtistniejgce za-
burzenia lipidowe (wybitna hipercholesterolemia i wzrost

apolipoproteiny B).

Zmiany w zakresie frakcji beta

- Obnizenie w wyniku istotnego obnizenia stezenia transfe-
ryny, co ma miejsce w niedozywieniu i reakcji ostrej fazy.
- Podwyzszenie frakcji beta oraz gamma (gammapa-
tia poliklonalna) ma miejsce w chorobach watroby,

gtéwnie w marskosci, moze by¢ tez spowodowane
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wystepowaniem biatka monoklonalnego - gtéwnie A,
i wolnych tancuchow kappa i lambda, produkowanych
przez szpiczak. Niewielki wzrost moze by¢ spowodo-

wany wysokim poziomem transferyny.

Zmiany w zakresie frakcji gamma

- Z obnizeniem mamy do czynienia w okresie noworod-
kowym (fizjologicznie), we wrodzonej hipogammaglobu-
linemii oraz w zaburzeniach wtérnych spowodowanych
chemio- i radioterapig, leczeniem immunosupresyjnym
oraz podawaniem kortykoiddw. Jest to réwniez objaw
charakterystyczny dla szpiczaka produkujgcego wolne
tancuchy.

- Hipergammaglobulinemia to przede wszystkim gamma-
patie monoklonalne zwigzane z procesem rozrostowym
lub o przebiegu tagodnym, a takze poliklonalne obser-
wowane w uszkodzeniach watroby, AIDS i niektérych
chorobach o podtozu autoimmunologicznym. Obserwuje
sie rowniez przypadki przejsciowego pojawienia sie po-
jedynczych stabo wysyconych frakcji immunoglobulin,
odpowiadajacych obecnosci réznego rodzaju przeciwciat
(w tym autoprzeciwciat). Wzrost frakcji gamma w postaci
rozlanego prazka jest typowy dla tzw. gammapatii poli-
klonalnej zwigzanej z reakcjami immunologicznymi orga-
nizmu, przewlektych standw zapalnych, choréb watroby

lub rozsianego procesu nowotworowego.

Wieksze znaczenie niz zmianom w obrebie poszczegdlnych
frakcji przypisuje sie zmianom w catym elektroforegramie.
Ponizej przedstawiono kilka typowych przyktaddw.

1. Obnizenie albumin i frakcji gamma w potaczeniu
ze wzrostem alfa-2-globulin sugeruje utrate biatek
charakterystyczng dla zespotu nerczycowego. Nalezy
jednak pamieta¢, ze obnizenie stezenia albumin musi
by¢ rzedu 1/3 ich prawidtowej wartosci, aby byto uwi-
docznione w elektroforezie.

2. Podwyzszenie frakcji globulin alfa 1 i alfa 2 jest

charakterystyczne dla reakgji ostrej fazy. Wzrost tylko

frakcji alfa 1 mozna obserwowac w przewleklym zapale-
niu watroby i w ostrej fazie, ktorej towarzyszy hemoliza,
ale réwniez u 0s6b bedacych w trakcie terapii estroge-
nowej lub u kobiet ciezarnych. Wzrost alfa 2 mozna
stwierdzi¢ réwniez w przypadkach reumatoidalnego
zapalenia stawow lub choréb charakteryzujgcych sie
obecnoscig komplekséw immunologicznych.

3. Obraz zlania frakgji beta i gamma sugeruje wzrost
IgA, charakterystyczny dla marskosci watroby, a takze
reumatoidalnego zapalenia stawdw i przewlektych
stanow zapalnych (3).

Rozdziaty elektroforetyczne biatek surowicy dostarczaja
wielu istotnych informacji, jednak ich interpretacja
musi by¢ potgczona nie tylko z obrazem klinicznym,
ale réwniez z oznaczeniami ilosciowymi poszczegdlnych
biatek. Szczegélnego opracowania wymaga pojawianie
sie frakgji biatka monoklonalnego, ktére musi by¢ nie tylko
zidentyfikowane, ale rowniez okreslone i oznaczone
ilosciowo. Mozliwe bedzie to wytgcznie w przypadku,
gdy wszyscy pacjenci z podwyzszonym stezeniem
biatka powyzej 8,6 g/dl beda kierowani na badanie
elektroforetyczne z identyfikacja biatka i okresleniem

jego stezenia.

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia
1€ 17 1€ 18 20 21 £2 23 24 25 26 27 28 29 30

—_—— | R —

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy na zelu agarozo-
wym. Ptytka przeznaczona do wykonania 30 rozdziatéw jednoczesnie
przy uzyciu zautomatyzowanego systemu HYDRASYS (Sebia).
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-
Albumina

a1 Orozomukoid, a1 Antytrypsyna
~T————— «2 Haptoglobina, a2 Makroglobulina, « Lipoproteina

~—————— B Transferyna, hemopeksyna, Biatko C3 dopetniacza, B Lipoproteina

v Immunoglobuliny

Rys. 2. Przykiad rozdziatu biatek surowicy na zelu agarozowym na 5 frakgji.

-

Rys. 3. Zmiany we frakcji albumin - bisalbuminemia.

Alb al a2 B v

Rys. 4. Zmiany we frakgcji globulin charakterystyczne dla marskosci watroby.

-

Rys. 5. Hipogammaglobulinemia.
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Alb

Rys. 6. Obecnos¢ biatka monoklonalnego.

Alb

Rys. 7. Gammapatia biklonalna.
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ZNACZENIE FOSFORU | FOSFORANOW W ORGANIZMIE

THE ROLE OF PHOSPHORUS IN BODY FUNCTION

Marzenna Gruszka, Grazyna Odrowaz-Sypniewska, Agnieszka Pater

Streszczenie

Fosfor jest gtéwnym anionem srodkomoérkowym. Okoto 85% fosforu w organizmie znajduje sie w tkance kostnej.
Fosfor jest niezbedny do prawidtowego rozwoju i funkcjonowania ustroju. Uczestniczy w wielu waznych pro-
cesach fizjologicznych. Fosfor stanowi podstawowy sktadnik kwaséw nukleinowych. W organizmie wystepuje
gtéwnie w postaci fosforandw. Regulacja stezenia fosforu we krwi zalezy od dziatania hormonéw: parathormonu
(PTH), kalcitriolu (1,25(0OH)2D3), hormonu wzrostu, kalcytoniny, tyroksyny, insuliny i kortyzolu. W utrzymaniu
homeostazy fosforanéw kluczowsa role odgrywaja nerki. Zaburzenia w stezeniu fosforu pojawiaja sie jako wtérne
do zmian wapnia.

Stowa kluczowe

fosfor, oznaczanie, warto$¢ diagnostyczna.

Summary

Phosphorus is a major intracellular anion. Approximately 85% of the body’s phosphorus is found in the bone tissue.
[tis indispensable for the human body’s normal functioning; it participates in many important physiological proces-
ses. Phosphorus is an essential component of nucleic acids. The majority of phosphorus in the human body occurs
as phosphates. The regulation of the level of phosphorus in the blood is the function of the following hormones:
parathyroid hormone (PTH), calcitriol (1,25(0OH)2D3), somatotropin, calcitonin, thyroxine, insulin and cortisol.
Kidneys play a key role in maintaining the phosphate homeostasis in the human body. Abnormal phosphorus level

results from changes in calcium homeostasis.
Key words
phosphorus, measurement, diagnostic utility.

Rola i regulacja stezenia fosforu (P) i fosforanow

Zawartos¢ fosforu w organizmie dorostego cztowieka wy-
nosi 0,35-0,45 mol/kg bezttuszczowej masy ciata, z czego
85% znajduje sie w tkance kostnej, 6% w tkance miesnio-
wej, a 9% w innych tkankach. Fosfor jest niezbedny do
prawidtowego rozwoju i funkcjonowania organizmow
zywych. Wchodzi w sktad kwaséw nukleinowych
DNA i RNA. Stanowi istotny skfadnik kosci. Hydroksy-
apatyty i fosfoproteiny tkanki podporowej petnig role
budulcowa, natomiast pirofosforany odgrywaja role
regulatorowg w procesach osteogenezy i osteolizy. Fos-
for zawarty w wysokoenergetycznych zwigzkach, takich
jak ATP, ADP, fosfokreatyna, uczestniczy w dostarczaniu
energii dla przemian metabolicznych. Ponadto jest
skfadnikiem fosfolipidow bton komdérkowych oraz bton
mikrosomalnych i mitochondrialnych. Uczestniczy réw-
niez w fosforylacji weglowodanéw i biatek wewnatrz

komorki, co jest waznym etapem procesu przetwarzania

bodZcéw hormonalnych na dziatanie czynnosciowe
komorek docelowych, a takze etapem procesu trans-
krypcji informacji genetycznej z DNA na RNA. We krwi
fosfor wystepuje w postaci zwigzkéw nieorganicznych
i organicznych (estrow kwasu fosforowego - fosfolipi-
doéw i fosfoprotein). Fosfor nieorganiczny jest frakcja,
ktéra ma znaczenie kliniczne. Nieorganiczne fosforany
wystepujg w surowicy w trzech formach: zjonizowanej
(53%), niedysocjujacych komplekséw (35%) oraz jako
zwiagzki z biatkami (12%) (1, 3, 5).

Fosforany, tworzac uktady buforujgce we krwi i w moczu,
umozliwiaja utrzymanie statego pH. Odgrywajg takze
podstawowg role w przemianach energetycznych ko-
morek (1, 2, 3). Stezenie fosforu nieorganicznego u oséb
dorostych zalezy od wieku, pfci i pH.

Wartosci prawidtowe stezenia fosforanéw przedsta-

-wiajg sie nastepujaco (2):
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Dorosli 0,84-1,45 mmol/|
Dzieci <12 mies. 1,56-2,8 mmol/l
Dzieci >12 mies. 1,10-2,0 mmol/I
Wskaznik oczyszczania

fosforanow 5,4-16,2 ml/min

Gtéwnymi czynnikami modyfikujgcymi stezenie fosforu
we krwi sg hormony. Wchtanianie fosforu w jelicie wzma-
gaja parathormon (PTH), kalcitriol (1,25-dihydroksycho-
lekalcyferol -1,25(0H)2D3) i hormon wzrostu. Wptywaja
one réwniez na obroét kostny fosforanéw. Wchtanianie
fosforu hamujg jony wapnia i niektére leki neutralizujace
tres¢ zotagdkowq i wigzace fosforany (np. wodorotlenek
glinu czy wodorotlenek magnezu stosowane w leczeniu
nadkwasnosci zotagdka). 85% przesgczonych fosforanéw
ulega resorpcji zwrotnej w kanaliku proksymalnym oraz
- w niewielkim stopniu - w dystalnym. PTH, kalcitriol oraz
kalcytonina powodujg nasilenie wydalania fosforandw,
natomiast hormon wzrostu, tyroksyna, insulina i kortyzol
- obnizenie (1, 2, 3, 4) (rys.).

Ocena zasoboéw ustrojowych fosforanow

W celu ustalenia zasobéw fosforandw w organizmie
okresla sie stezenie fosforanéw nieorganicznych w osoczu
(surowicy) lub ich dobowe wydalanie. We wspétczesnej
diagnostyce laboratoryjnej do oznaczania stezenia
fosforandéw stosowane s3 metody kolorymetryczne.
Najpopularniejsza z nich jest metoda Fishke-Subbarowa,
w ktorej fosfomolibdenian amonu ulega redukcji do
btekitu molibdenu (2, 5). Jedng z form oceny wydalania
fosforandw w moczu jest oznaczanie wskaznika oczysz-
czania fosforandéw - klirensu fosforanowego (2).

Ze wzgledu na fakt, ze jedynie 1% fosforu znajduje sie
w ptynie pozakomdrkowym, interpretacja bezwzglednego
niedoboru fosforandw na podstawie wynikéw oznaczen

laboratoryjnych jest trudna, gdyz hipofosfatemia nieko-

niecznie musi oznaczac zbyt niskie stezenie fosforandw
w tkankach, a hiperfosfatemia nie wyklucza niedoboru
fosforanéw w tkankach (3). Hiperfosfatemia nie daje
bezposrednich objawdw klinicznych, podobnie zreszta jak
umiarkowana hipofosfatemia (3, 4). Zaburzenia w stezeniu
fosforu pojawiajg sie jako wtérne do zmian wapnia, te dwa
parametry oznacza sie jednoczesnie (2, 4). W warunkach
patologicznych zmiany stezenia wapnia i fosforanéw
W 0s0Czu moga przebiega¢ w odwrotnych kierunkach
badZ jednokierunkowo, co zalezy od mechanizmow, ktére
je wywotuja (5). Stezenie fosforu w osoczu odzwierciedla
rownowage miedzy spozyciem, rozmieszczeniem w orga-
nizmie, reabsorpcjg nerkowg i wydzielaniem przez nerki.
Zaburzenia tej rownowagi mogq doprowadzac¢ zaréwno
do hipofosfatemii, jak i hiperfosfatemii (4).

Najczesciej hiperfosfatemia jest wynikiem przewlekte;
niewydolnosci nerek, ale moze miec takze inne przy-
czyny, jak np. nadmierna podaz fosforu, wzmozone
wchtanianie fosforanéw z przewodu pokarmowego,
niedoczynnos¢ przytarczyc, rzekoma niedoczynnosé
przytarczyc, akromegalia oraz translokacje fosforu nie-
organicznego z komdrek do ptynu pozakomérkowego,
spowodowane nasileniem katabolizmu lub destrukgji
tkanek. Wzrostowi stezenia fosforu czesto towarzysza
hipokalcemia, hiperurikemia i hiperkalemia oraz niewy-
dolnos¢ nerek. Nadmiar fosforu we krwi moze by¢ réw-
niez spowodowany kwasicg metaboliczng i oddechowa
(2, 3). Objawy kliniczne nadmiaru fosforu w organizmie
zalezg od choroby podstawowej. Jednak przy znacznej
hiperfosfatemii niezaleznie od etiologii typowym obja-
wem s3 napady tezyczki.

Hiperfosfatemia wystepuje u przewazajacej wiekszosci
pacjentdw ze schytkowa niewydolnoscig nerek i prowa-
dzi do wtérnej nadczynnosci przytarczyc, osteodystrofii
nerkowej oraz wzrostu ryzyka smierci z powodu incy-
dentéw sercowo-naczyniowych. W swietle dotychczas
przeprowadzonych badan wydaje sie, ze kontrolowanie

poziomu fosforu w surowicy odgrywa najwazniejsza

IN VITRO EXPLORER

przeglgd medycyny laboratoryjnej zeszyt 2 (4) 2005



clinical chemistry line

GRUCZOtY
PRZYTARCZYCZNE
PTH PTH
P, STEZENIE FOSFORU y
NERKI | ——— KOSC
REABSORPCIA W OS0CZU
Wchtanianie Wchtanianie
hamuja Ca2* wzmagaja PTH,

i niektore leki somatotropina,
Al(OH); kalcitriol
Fosfaturie
wzmagaja PTH,
wit.Dg Wchfanianie
JELTO | o

Regulacja stezenia fosforu w osoczu.

role w profilaktyce i leczeniu zwapnienia naczyn u pa-
cjentoéw ze schytkowa niewydolnoscig nerek (6, 7, 8).

Hipofosfatemie powoduje:

® niedostateczna podaz fosforanéw (odzywianie po-
zajelitowe)

® obnizone wchtanianie fosforu w jelicie (zespot ztego
wchfaniania, biegunka, podawanie lekéw wigzacych fos-
forany, np. dtugotrwate uzywanie preparatéw glinu)

® nadmierne przemieszczanie fosforu pozakomor-
kowego do komorek (leczenie kwasicy cukrzycowej,
zasadowica oddechowa)

® zwiekszenie wydalania fosforanéw z moczem (w prze-
biegu pierwotnej i wtérnej nadczynnosci przytarczyc,
przy stosowaniu lekéw przeciwpadaczkowych, diurety-
kéw i glikokortykoidéw, w zespole Fanconiego)

o defekt kanalikowy transportu fosforanéw w nerkach
(krzywica oporna na witamine D).

Stwierdzono, ze hipofosfatemia i wczesne podawanie
fosforu jest zwigzane z dobrg prognozg leczenia ostre;j
niewydolnosci watroby. Zaobserwowano réwniez, ze
w pojedynczych przypadkach ostra hipofosfatemia
moze powodowad wewnatrznaczyniowa hemolize

(9, 10). W przewlektym alkoholizmie hipofosfatemia

jest wynikiem niedostatecznej podazy, utraty fosforu
z wymiotami lub katem i jednoczesnej wzmozonej
utraty przez nerki, a takze czestym podawaniem le-
kéw wigzacych fosforany: weglanu wapnia, octanu
wapnia, soli glinu.

Konsekwencja znacznego niedoboru fosforanow
nieorganicznych jest dysfunkcja wszystkich rodzajéw
komérek krwi: erytrocytéw (niedobdr 2,3-difosfo-
glicerynianu jako czynnika regulujagcego wigzanie
tlenu przez hemoglobine), granulocytéw i ptytek krwi
(zmiany strukturalne i czynnosciowe), co w efekcie
prowadzi do hipoksji, wzrostu ryzyka zakazen i skazy
krwotocznej. Wynikiem hipofosfatemii moze by¢
rowniez uposledzenie czynnosci centralnego i obwodo-
wego ukfadu nerwowego w postaci parestezji, drzenia
zamiarowego, drazliwosci, zaburzen orientacji, afazji,
ataksji, drgawek czy $pigczki, a takze zaburzenia
czynnosci watroby i nerek (1). Podanie fosforanéw
na ogoét znaczgco i w krétkim czasie poprawia stan
pacjenta i z tego powodu dostepnosc ich oznaczen
w surowicy powinna by¢ zapewniona przez cata
dobe, szczegdlnie w szpitalach posiadajacych oddziaty

intensywnego nadzoru.
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ROLA WAPNIA W ORGANIZMIE

THE ROLE OF CALCIUM IN BODY FUNCTION

Agnieszka Pater, Grazyna Odrowaz-Sypniewska, Marzenna Gruszka

Streszczenie

Wapn jest dwuwartosciowym kationem, ktory w 99% wystepuje w tkance kostnej. Bierze udziat w wielu kluczo-
wych procesach fizjologicznych. W regulacji stezenia wapnia w organizmie uczestniczg: parathormon (PTH),
kalcitriol i kalcytonina, w mniejszym stopniu tyreotropina (TSH) i wolna trijodotyronina (FT3) oraz narzady: jelito,
nerki i kosci. Oznaczanie poziomu wapnia we krwi ma ogromne znaczenie ze wzgledu na towarzyszgce zmianom
stezenia objawy kliniczne, zwtaszcza ze strony uktadu krazenia, nerwowego i przewodu pokarmowego.

Stowa kluczowe

wapn, oznaczanie, wartos¢ diagnostyczna.

Summary

Calcium is a divalent cation occurring mainly in bone tissue (99%). Only 1 percent is found in the blood and soft
tissues. Calcium level depends on the activity of several hormones such as: parathormone (PTH), calcitriol, calcitonin,
thyreotropin (TSH) and free triiodothyronine (FT3) and the functioning of various organs such as intestines, kidneys
and bones. Calcium plays an important role in many key physiological processes and for the human organism to
function normally its level in the blood and extracellular fluid must be maintained within a very narrow range. Routine
measurement of calcium level has great importance because hyper/hypocalcemia accompanies clinical symptoms,

especially from the cardiovascular and nervous systems as well as the gastrointestinal tract.

Key words
calcium, measurement, diagnostic utility.

Fizjologiczna funkcja i regulacja hormonalna

stezenia wapnia (Ca)

Wapn jest dwuwartosciowym kationem, ktérego
zawartos¢ w organizmie wynosi 0,5-0,625 mol/kg
bezttuszczowej masy ciata. Okoto 99% wapnia w or-
ganizmie przypada na tkanke kostna, 0,9-1% znajduje
sie w ptynach pozakomoérkowych, a 0,1% w ptynach
wewnatrzkomaorkowych (1, 2, 3, 5). Wapn bierze udziat
nie tylko w tworzeniu tkanki kostnej, ale przede wszyst-
kim w wielu kluczowych procesach fizjologicznych.
Obecno$¢ wapnia jest niezbedna w procesie krzepniecia
krwi; wapn petni role kofaktora dla czynnikéw VI, IX,
X i protrombiny. Pierwiastek ten jest réwniez substan-
cjg mediatorowa, przetwarzajacg bodziec chemiczny,
fizyczny lub hormonalny na okreslony efekt biologiczny
(uwalnianie enzymdw, neuroprzekaznikéw, hormondéw
itd.). Uczestniczy on w wymianie miedzy komérka a jej
otoczeniem lub miedzy organellami komérkowymi (ka-

naty wapniowe). Wapn jest tez przekaznikiem stanow

pobudzenia w synapsach nerwowych oraz bierze udziat
w skurczu miesni (wyznacznik progu pobudliwosci
komorek poprzez regulacje przepuszczalnosci bton dla
jondéw sodu) (1, 3).

Z wiekiem nasila sie wapnienie tkanek miekkich szcze-
gdlnie w miejscach, gdzie tocza sie procesy zapalne.
Przyktadem tego moze byc zwapnienie blaszki miazdzy-
cowej, bedace gtéwna przyczyna jej niestabilnosci (6).
Istniejg mechanizmy hamujgce pozakostne wytraca-
nie sie fosforanéw wapnia i zapobiegajace kalcyfikacji
w ukfadzie naczyniowym. Ostatnio zidentyfikowano
szereg zaréwno lokalnych, jak i uktadowych inhibito-
row wapnienia, takich jak osteoprotegeryna - rozpusz-
czalny receptor z nadrodziny TNF, czynnik hamujacy
powstawanie osteoklastow, czy tez biatko MGP (biatko
macierzy zawierajace reszty kwasu glutaminowego). Jak

wykazano, zaburzenia funkgji tych czynnikéw moga
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Surowica lub osocze
Mocz dobowy - kobiety (dieta normalna)
Mocz dobowy - mezczyzni (dieta normalna)

Mocz dobowy (dieta ubogowapniowa)

Surowica lub osocze

* wartosci graniczne

przyczyniac sie do zwiekszonej umieralnosci chorych ze
schytkowa niewydolnoscig nerek, cukrzycg oraz chorobg
sercowo-naczyniowq (7).

W regulacji stezenia wapnia w organizmie uczestnicza
gtéwnie parathormon (PTH), kalcitriol i kalcytonina,
w mniejszym stopniu TSH i wolna trijodotyronina (FT3),
z narzagdéw natomiast jelito, nerki i kosci. Substancjami
stymulujacymi wchtanianie wapnia jest witamina
1,25(0OH),D

,D,, ktorej synteza pobudzana jest przez

PTH, hormon wzrostu i TSH oraz niskie stezenie wap-
nia w surowicy. Rola PTH polega rowniez na zwieksze-
niu resorpcji wapnia w kanalikach dystalnych. W tkance
kostnej PTH i kalcitriol zwiekszajg uwalnianie wapnia,
natomiast kalcytonina obniza resorpcje wapnia
z kosci przez hamowanie aktywnosci osteoklastéw
(3,5) (rys.).

W surowicy wapn wystepuje w trzech formach: jako
wapn zjonizowany (46%), w kompleksach z dwuwodo-
roweglanami, fosforanami, cytrynianami i siarczanami
(10%) oraz w potaczeniu z biatkami, gtéwnie z albuming
(44%). Frakcja aktywng biologicznie jest wapnh zjonizowa-
ny, ktérego stezenie jest regulowane przez PTH i kalcitriol
oraz zalezy od pH i stezenia albumin (3).

Wartosci prawidtowe stezenia wapnia w réznych ma-

teriatach biologicznych sg nastepujace (2):

Ocena zasob6ow wapnia w organizmie

W badaniach rutynowych najczesciej oznacza sie

stezenie wapnia catkowitego w surowicy (metodami

2,1-2,6 mmol/l

< 6,5 (8)* mmol/24 h
< 7,5 (10)* mmol/24 h
< 4,0 (5)* nmol/24 h

1,15-1,32 mmol/l

kolorymetrycznymi) oraz dobowe wydalanie wapnia (8).
Zaleca sie réwnoczesne oznaczanie stezenia i wydalania
fosforu, stezenia albuminy, PTH i kalcytoniny oraz ocene
funkgji nerek (stezenia kreatyniny i klirens kreatyniny).
W niektérych przypadkach dla diagnostyki hipokalcemii
przydatne jest oznaczenie poziomu 1,25-OH witaminy D
we krwi (3, 4).

Stezenie wapnia catkowitego nie zawsze odzwierciedla
rzeczywisty stan gospodarki wapniowej w organizmie (2).
U niemowlat po transfuzjach wymiennych, w czasie
ktorych wapn jest wigzany przez cytryniany w stanach
zaburzen ilosci i sktadu biatek osocza, w kwasicy, zasa-
dowicy oraz w umiarkowanej nadczynnosci przytarczyc
stezenia wapnia catkowitego, mimo istniejgcych zabu-
rzen homeostazy wapniowej, mogg pozosta¢ w grani-
cach wartosci prawidtowych (2,8). W tych przypadkach
szczegblne znaczenie ma pomiar wapnia zjonizowa-
nego. Aby okresli¢ poziom wapnia zjonizowanego
W oparciu 0 oznaczony poziom wapnia catkowitego,
nalezy uwzglednic¢ zmiany stezenia albuminy w surowicy
i nagte zmiany pH krwi. Podwyzszone stezenie albuminy
prowadzi do spadku stezenia wapnia zjonizowanego.
Przy pH 7,4 okoto 46% wapnia catkowitego wystepuje
w formie zjonizowanej. Gdy pH gwaftownie wzrosnie,
to pula wapnia zjonizowanego obniza sie. Efekt ten jest
spowodowany zwiekszonym tworzeniem sie komplekséw
wapnia z biatczanami i innymi anionami w warunkach
obnizonego stezenia jonéw wodorowych. Kwasica
obnizajgc wigzanie wapnia z albuming zwieksza stezenie

wapnia zjonizowanego (2, 3, 8). Pomiar bezposredni
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wapnia zjonizowanego jest wykonywany we krwi petnej,
pobranej beztlenowo do strzykawki zawierajacej hepa-
ryne zrbwnowazong jonami wapnia, przy wykorzystaniu

elektrody jonoselektywnej (8).

Hiperkalcemia

Do najczesciej spotykanych czynnikdéw wywotujacych
hiperkalcemie nalezy pierwotna nadczynno$¢ przytarczyc
i choroba nowotworowa. Pacjenci z pierwotng nadczyn-
noscig przytarczyc maja na ogét umiarkowanie podwyz-
szony poziom wapnia i obnizony poziom fosforu, ktére
moga utrzymywac sie przez cate lata, nie dajac zadnych
objawéw chorobowych. Konsekwencjg umiarkowanej
hiperkalcemii moze by¢ jednak kamica nerkowa. Poziom
PTH w tej grupie chorych jest podwyzszony. Natomiast
chorzy z hiperkalcemia o podtozu nowotworowym poza
objawami typowymi dla choroby podstawowej maja
obnizone lub nieoznaczalne stezenie PTH. W wiekszosci
tych przypadkdw hiperkalcemia jest nastepstwem sekrecji
biatka PTHrP (PTH related peptide), a wiec jego ozna-
czenie moze by¢ pomocne w diagnostyce rdznicowej.
Wyjatek stanowig chorzy z nowotworem przytarczyc (3).
Niektére rodzaje nowotwordw przytarczyc wydzielajg
substancje aktywujace resorpcje kosci lub tez nasilajace
hydroksylacje 25-OH witaminy D w 1,25 OH witamine D,
co prowadzi do hiperwitaminozy D (3).

Inne, rzadziej wystepujace przyczyny hiperkalcemii to:
® zaburzenia endokrynologiczne

e dfugotrwate unieruchomienie prowadzace do nasi-
lenia resorpcji kosci

® niewydolnos¢ nerek

® Zywienie pozajelitowe

@ nadmierne wchtanianie wapnia z przewodu pokar-
mowego,np. hiperwitaminoza D i A

® stosowanie lekow moczopednych (2,3).

Objawy kliniczne swiadczace o nadmiarze wapnia

w organizmie moga pochodzi¢ ze strony:

® nerek (wielomocz, zakwaszenie moczu, kamica
nerkowa)

® przewodu pokarmowego (nudnosci wymioty,
zaparcia)

® serca (tachykardia)

® uktadu nerwowego (depresja, sennos¢) (1).

W przypadku pierwotnej nadczynnosci przytarczyc
leczeniem z wyboru jest usuniecie chirurgiczne gruczo-
laka, produkujgcego PTH w sposéb niekontrolowany
i niezalezny od poziomu wapnia we krwi. W innych
przypadkach podstawa jest leczenie choroby zasadnicze;

lub leczenie objawowe.

Hipokalcemia

Przyczyny powodujgce hipokalcemie mozna podzieli¢
na trzy grupy:

® niedobdr PTH

® niedobdr witaminy D

e inne.

Niedobor PTH moze wystapic przejsciowo po operacjach
tarczycy i usunieciu gruczolaka przytarczyc i prowadzi¢
nawet do klinicznych objawdw tezyczki. W tych przy-
padkach dorazne podaje sie preparaty wapnia oraz
metabolity witaminy D az do przejecia czynnosci wy-
dzielniczych przez pozostate gruczoty trzytarczowe.
Hipokalcemia moze by¢ rowniez efektem pierwotnej
niedoczynnosci przytarczyc (brak regulacji stezenia
wapnia przez PTH). Kolejng przyczyne stanowi niedo-
stateczne wchtanianie wapnia spowodowane niedo-
borem witaminy D, majgce miejsce w zespotach ztego
wchtaniania, a takze w niedozywieniu.

Hipokalcemia moze by¢ tez wynikiem niewydolnosci
nerek (nadmierna utrata w zespotach nerczycowych)
i marskosci watroby (obnizenie stezenia albuminy).
Zwykle towarzyszy jej podwyzszony poziom fosforu
we krwi oraz hipomagnezemia (1, 2, 3, 4, 8). Prze-

wlekty niedobdr wapnia moze ujawniac sie w postaci
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zwiekszonej tamliwosci wioséw i paznokci (8). Niski
poziom wapnia we krwi jest przyczyng drazliwosci,
nerwowosci, nadmiernej wrazliwosci, pobudliwosci (5).

Dtugotrwata hipokalcemia moze by¢ takze przyczyng de-

presji, zawrotow gtowy nawet z utraty przytomnosci (8).
U dzieci przewlekty niedobér wapnia moze prowadzi¢
do niedorozwoju umystowego i zahamowania wzrostu

oraz krzywicy. (1).

GRUCZOtY
PRZYTARCZYCZNE
Niskie Wysokie Niskie
stezenie stezenie stezenie
Ca2+ Ca2+ Ca2+
Cazt y Ca2+ P
STEZENIE WAPNIA 1y
NERKI | —————— | KOSC
REABSORPCIA W 050CZU REABSORPCJA
KALCYTRIOL
PTH
Wydzielanie
fosforanéw REABSORPCIA
przez nerki JELITO Ca2+ P

Regulacja stezenia wapnia w osoczu.
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MATERIAEY INFORMACYJINE - HORIBA ABX
CZYNNIK REUMATOIDALNY

\X/raz z rozwojem wiedzy wzrasta liczba choréb, ktérych
powstawanie przypisuje sie procesom autoimmunologicz-
nym. Takimi chorobami s cukrzyca, miazdzyca i inne.
Jednak do ich rozpoznania nie sg jeszcze rutynowo wy-
korzystywane oznaczenia odpowiednich autoprzeciwciat.
Do chordb, do rozpoznania i réznicowania ktérych
w sposdb zasadniczy przyczynia sie obecnos¢ przeciwciat
skierowanych przeciwko wtasnym antygenom, zalicza
sie schorzenia uogdlnione, takie jak toczen trzewny
uktadowy (SLE), pierwotny zespdt Sjogrena, twardzina
uogdlniona (sclerodermia), zapalenia miesniowe, a takze
reumatoidalne zapalenie stawdw (RZS). We wszystkich
tych jednostkach wystepujg podobne, naktadajgce sie
objawy, a procesy zapalne i zwtdknieniowe prowadza
do uszkodzenia narzadow i tkanek.

Najczesciej spotykang chorobg uktadowa z autoimmu-
nizacji jest reumatoidalne zapalenie stawdw, ktérego
pierwotng manifestacja kliniczng sg symetryczne zmia-
ny w stawach ragk i ndg. Choroba ma charakter prze-
wlekty z wystepujagcymi okresowo ostrymi epizodami
zapalnymi i prowadzi do postepujgcego znieksztatcenia
stawdw. Wiekszos¢ chorych spetnia przynajmniej 4 z 7
kryteriow rozpoznawczych, ustalonych przez American
College of Rheumatology. Obok kryteriéw klinicz-
nych i radiologicznych laboratoryjnym kryterium
diagnostycznym jest obecnos¢ czynnika reumato-
idalnego w surowicy (RF). Czynnik ten to przeciwciato
skierowane przeciwko fragmentowi Fc ludzkiej lub
zwierzecej IgG. W zwigzku z tym IgG sg wykorzystywane
jako antygen w metodach oznaczen RF.

Klasyczng metoda wykrywania RF jest odczyn Waaler-Ro-

sego, polegajacy na biernej hemaglutynacji erytrocytéw

optaszczonych krélicza IgG w obecnosci badanej surowi-
cy. Inne stosowane metody jakosciowe lub pétilosciowe
oparte sg na aglutynacji erytrocytéw optaszczonych
antygenem czastek lateksu. Metody znane jako ,szkiet-
kowe" sg obecnie dostepne réwniez na wielu analiza-
torach biochemicznych jako metody turbidymetryczne.
Przyjeto, ze jezeli odsetek wynikéw fatszywie dodatnich,
uzyskanych przy pomocy danej metody w populagji
zdrowej, nie przekracza 5%, to spetnia ona wymagania
miedzynarodowe.

Do réznicowania klas przeciwciat stosowane sg meto-
dy typu ELISA, aczkolwiek izolowane przeciwciata IgG
i IgA bez IgM wystepujg u bardzo niewielu chorych
i oznaczenia te w praktyce nie dostarczajg istotnych
informacji.

Problem metodyczny stanowig wyniki fatszywie ujemne,
ktére spotyka sie szczegdlnie przy wysokich wartosciach.
Jest to spowodowane zaréwno efektem blokowania reakgji
przez obecne w surowicy IgG, jak réwniez zjawiskiem nad-
miaru antygenu. Sam RF natomiast jest jednym z waznych
czynnikéw interferujacych w metodach immunologicznych
oznaczen réznych przeciwciat (np. anty-HIV).

Czynnik reumatoidalny stwierdza sie u 70-90% cho-
rych na RZS, ale jego brak nie wyklucza rozpoznania,
szczegélnie przy jednorazowym oznaczeniu. RF nie jest
przeciwciatem swoistym dla RZS. Wystepuje réwniez
w innych chorobach systemowych: u 15-35% cho-
rych z SLE, 50-60% w mieszanych chorobach tkanki
tacznej, a takze w infekcjach wirusowych, takich jak
zakazenia EBV, CMV, HIV czy wirusami hepatotropo-
wymi oraz w mieszanych krioglobulinemiach typu 2.

Procent dodatnich wynikéw rosnie u 0séb zdrowych
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po 70. roku zycia nawet do 25%, tak wiec przy braku
objawodw klinicznych wartos¢ diagnostyczna RF w tej
grupie wiekowej jest ograniczona.

Za punkt odciecia przyjmuje sie wartosci od 10 do
18 IU/ml, w zaleznosci od metody. Dla RZS bardziej
typowe sg wysokie stezenia, a takze reaktywnosc
zaréwno z ludzkimi, jak i kréliczymi 1gG w tescie
Waaler-Rosego i testach aglutynacyjnych. Wysokie

wartosci sg rowniez ztym wskaznikiem prognostycz-

HORIBA ABX wsréd szerokiego panelu testéw (lista) do
oznaczania biafek specyficznych na analizatorze PENTRA 400
oferuje réwniez test do ilosciowego pomiaru RF w surowicy.
Oznaczenie wykonywane jest metodg immunoturbidyme-
tryczng ze wzmocnieniem lateksem. Do oznaczenia uzywa
sie 5 wl probki surowicy. Zakres pomiarowy wynosi od
41U/ml do 120 IU/ml, a przy automatycznym rozciencze-
niu do 1200 1U/ml. Do wartosci 285 IU/ml nie wystepuja
niepozadane reakcje zwigzane z nadmiarem antygenu.

nym w odniesieniu do destrukcji stawdw. RF maleje
w wyniku leczenia, ale nie wykazano scistych kore-
lacji pomiedzy jego stezeniem a stanem klinicznym
chorego.

RF jest oznaczany w surowicy, w ptynie stawo-
wym, a takze w ptynie optucnowym; wykrywa sie
go w innych stanach zapalnych, np. w bakteryjnym
zapaleniu ptuc (40%), w wysiekach nowotworowych

i gruzliczych.

Alfa 1-antytrypsyna
Apo Al

Apo B

ASO

C3c

C4c
Ceruloplazmina
hsCRP

Ferrytyna
Haptoglobina
HbA, .

IgA

IgM

IgG

Kappa

Lambda
Mikroalbuminuria
Mioglobina
Orozomukoid
Prealbumina
Czynnik reumatoidalny
Transferyna

Lista testéw do oznazczania biatek specyficznych
na analizatorze PENTRA 400.
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PENTRA DX 120 - NOWA TECHNOLOGIA - KOMPLET
BADAN HEMATOLOGICZNYCH NA JEDNEJ PLATFORMIE

PENTRA DX 120 - NEW TECHNOLOGY - DELIVERS A COMPLETE HEMATOLOGY PLATFORM

Pascal Berthet

Streszczenie

Pentra DX 120 umozliwia duzym laboratoriom zaréwno wykonywanie badan hematologicznych, jak i zarzagdzanie
nimi. Analizator pozwala na jednoczesny pomiar do 45 réznych parametréw i zarzadzanie zintegrowanymi danymi.
Wykorzystano w nim nowa technologie zwang podwdjng matryca optyczng do réznicowania leukocytéw (Double Diff
Matrix), co umozliwia precyzyjne rozpoznawanie patologii hematologicznych. Pentra DX 120 w potaczeniu z nowym
modutem SPS Evolution do automatycznego przygotowywania i barwienia rozmazoéw oraz stacjg walidacji (Expert
Validation Station) zapewnia uzyskanie petnych danych i zarzadzanie prébka.

Stowa kluczowe

Pentra DX 120, nowa technologia w hematologii.

Summary

With the Pentra DX 120, HORIBA ABX Diagnostics provides busy laboratories with an invaluable tool for complete
hematology workflow management. Main features include its capacity to measure up to 45 different parameters
per analysis and integrated data management including the new Double Diff Matrix technology enabling detailed
diagnosis of hematology pathologies. It integrates with the new SPS Evolution automatic slide preparation and
staining module and the Expert Validation Station offering complete information and sample management.
Keywords

Pentra DX 120, new technology in hematology.

Wstep

W ramach serii nowosci HORIBA ABX wprowadzita
pierwszy analizator hematologiczny przeznaczony
zaréwno do diagnostyki, jak i badan przesiewowych.
Pentra DX 120 (rys. 1) zostata zaprojektowana tak,
aby mogta sprosta¢ potrzebom wszystkich laborato-
riw zapewniajgc mozliwos¢ wykonania kompletu
badan hematologicznych. Przy pomiarze 45 parame-
tréw Pentra DX 120 nie tylko podaje dane liczbowe
i identyfikuje poszczegdlne linie komdrkowe dla
potrzeb rutynowych, ale réwniez umozliwia ocene
réznych stadiéw hemopoezy dla potrzeb klinicznych.
Aby zminimalizowa¢ prace manualng i skroci¢ czas
wydania wyniku, w przypadkach, gdy wyniki znajdujq
sie poza zakresem wartosci prawidfowych, analizator
powtarza badania automatycznie. Funkcja ta nosi
nazwe re-run.

Wydajnos¢ analizatora wynosi 120 prébek na godzi-

ne. Ma on réwniez zintegrowang stacje walidacji

wykorzystywang do monitorowania danych i kontroli
jakosci. Dalsza automatyzacja polega na przytaczeniu
integralnego modutu SPS Evolution do barwienia pre-

paratéw.
Podwdjna matryca optyczna dla oceny leukopoezy
W celu réznicowania trzech linii komérkowych uktadu

biatokrwinkowego Pentra DX 120 wprowadza zupet-

nie nowga technologie - podwojng matryce optyczna

Rys. 1. Analizator Pentra DX 120 z modutem do automatycznego
przygotowywania rozmazéw (SPS Evolution) do réznicowania krwinek
i oceny ich populacji.
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Rys. 2. Ocena leukopoezy przy zastosowaniu podwaojnej matrycy optycznej (Double Diff Matrix).

(Double Diff Matrix) ™', pozwalajacg na subklasyfikacje
wszystkich prekursoréw krwinek biatych w oparciu
o cytometrie przeptywowa "2 i metody cytochemiczne .
Umozliwia to podanie wartosci procentowych i bez-
wzglednych niedojrzatych granulocytow (Immature
Granulocytic - IMG), niedojrzatych monocytéw (Imma-
ture Monocytic - IMM) oraz niedojrzatych limfocytow
(Immature Lymphocytic - IML) (rys. 2).

Uzyskane wyniki wykazuja dobrg korelacje z charaktery-
styka morfologiczng tych komérek, uzyskang w badaniu
mikroskopowym zabarwionych rozmazéw krwi. Dodat-
kowo Pentra DX 120 umozliwia automatyczng ocene
nieprawidfowosci morfologicznych limfocytéw (ALY).
Parametry mierzone przez nowy typ analizatora sg bar-

dzo dobrym wskaznikiem patologii, ktére dotychczas

byty wykrywane gtéwnie w obrazie mikroskopowym.

Dzieki temu mozliwe jest ograniczenie liczby ocen

1. Laser argonowy

2. Fotopowielacz

3. Cytometr przeptywowy
4. Pomiar impedancji

5. Pomiar optyczny

Rys. 3. Schemat systemu optycznego cytometrii przeptywowej ana-
lizatora Pentra DX 120.

"' W analizatorze Pentra DX 120 zastosowano dobrze znang
technologie réznicowania cytochemicznego opracowang
przez HORIBA ABX. Do wybarwiania krwinek biatych uzywa sie
czerni chlorazolowej E (Chlorazole Black E). Stopien wybarwie-
nia, struktura komarkowa i objetos¢ krwinek sg odktadane na
podwajnej matrycy optycznej. Rozszerzone spektrum pomiaru
optycznego pozwala na klasyfikacje duzych niedojrzatych
krwinek: granulocytéw, monocytéw i limfocytdw w przypadku
ich obecnosci w badanym materiale. Zastosowana technolo-
gia umozliwia lekarzowi uzyskanie doktadnych informacji na
temat patologii hematologicznych.

"2 Prébka jest przygotowywana w cytometrze przeptywowym
z wykorzystaniem systemu podwdjnego hydroogniskowania
sekwencyjnego (patent HORIBA ABX), a cechy komorki
sg okreslane poprzez pomiar absorbancji Swiatta polichro-
matycznego lub fluorescencji (fluorymetr argonowo-lase-
rowy) (rys. 3).

*3 Prébka jest inkubowana w okreslonej temperaturze, a ko-
morki wybarwiane czernig chlorazolowg, majaca szczegdlne
powinowactwo do cytoplazmy leukocytéw oraz ziarnistosci
i jgder.
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mikroskopowych i przyspieszenie podjecia decyzji dia-
gnostycznej. Dla przyktadu mozna podad, ze parametry
sg pomocne we wstepnej klasyfikacji przypadkdw ostrej

biataczki.
Petna analiza erytropoezy

Pentra DX 120 monitoruje erytropoeze w oparciu o trzy
réozne kanaty pomiarowe dla erytroblastéw, erytro-
cytow i retykulocytdw. Zostato to osiggniete dzieki
opatentowanemu systemowi DHSS " i fluorocyto-
metrii. Prekursory erytrocytow - erytroblasty sg zliczane
automatycznie przy zastosowaniu metody uzywane;j
do oznaczen retykulocytéw. Krew jest preinkubowana
w odczynniku HORIBA ABX Leucodiff w celu lizy erytrocy-
téw, a nastepnie inkubowana w odczynniku Fluocyte
(fluorochrom zawierajacy oranz tiazolowy, barwigcy
DNA i RNA) w celu wybarwienia pozostatosci jader.
Pomiar jest dokonywany metodg fluorocytometrii
z zastosowaniem lasera argonowego. Na matrycy
erytroblasty (ERB) sg oddzielane od zrebu krwinek
czerwonych, ptytek i krwinek biatych. Podawana jest
rowniez optyczna liczba leukocytéw w celu umozli-
wienia automatycznej korekty liczby krwinek biatych

po uwzglednieniu erytroblastow (rys. 4).

I

Populacja WBC

Erytroblast

Rys. 4. Liczenie erytroblastéw z zastosowaniem fluorescencji.

*4 System podwdjnego hydroogniskowania sekwencyjnego
(DHSS) stanowi opatentowang technologie, umozliwiajaca
oznaczenie 26 podstawowych parametréw morfologii krwi
(CBQ) wraz z réznicowaniem leukocytow (DIFF ).

N"o 99)

Populacja RBC
Rys. 5. Klasyfikacja dojrzatosci retykulocytéw zgodnie z klasyfikacja
Heilmeyera.

Liczba erytroblastow jest przydatna w diagnostyce
niedokrwistosci, choréb nowotworowych, znajduje
rowniez zastosowanie w diagnostyce pediatryczne;.
Kolejnym parametrem o duzym znaczeniu dla monito-
rowania niedokrwistosci oraz potwierdzenia proceséw
regeneracyjnych szpiku jest liczba retykulocytéw. Dla
petnej interpretacji obrazu - poza catkowitg liczbg rety-
kulocytow - istotne jest rowniez okreslenie stopnia ich
dojrzatosci. Zgodnie z klasyfikacjg Heilmeyera wyréznia
sie kilka subpopulacji, opartych na zawartosci RNA
(RETH, RETM, RETL). Wykorzystujgc odczynnik Fluocyte,
powodujacy fluorescencje w zaleznosci od zawartosci
RNA Pentra DX 120 jednoczes$nie okresla 10 parame-
trow i klasyfikuje retykulocyty zgodnie z powyzszymi
zasadami (rys. 5).

Dodatkowe parametry oznaczane przez Pentra DX 120
to: MRV (okresla srednig objetos¢ retikulocyta), ktéra
jest uzyteczna w diagnozowaniu niedokrwistosci
z niedoboru zelaza, za$ CRC (skorygowana ilos¢
retykulocytow) okresla intensywnos¢ erytropoezy

szpikowej.

Zintegrowany automatyczny modut do przygo-

towywania i wybarwiania rozmazéw

Kolejng innowacja zastosowang w analizatorze Pentra
DX 120 jest modut SPS, automatycznie przygotowujacy

i wybarwiajgcy mikroskopowe preparaty hematologiczne.
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Metody referencyjne.

Impedancja tak
Cytometria przeptywowa
Fluorymetria

Cytochemia

DHSS

Modut ten w znacznym stopniu utatwia prace, skraca
czas wydania wynikdw, a takze zwieksza bezpieczenstwo
operatora poprzez ograniczenie jego czynnosci manual-
nych i eliminacje bezposredniego kontaktu z aerozolem
powstatym przy otwieraniu probéwki. Wszystkie prepa-
raty s opatrzone kodem kreskowym i danymi pacjenta,
co umozliwia prawidtowsq identyfikacje. Wydajnos¢
modutu wynosi 120 preparatéw na godzine.

SPS stosuje technologie wykonywania rozmazéw z za-
chowaniem statych parametréw, jak szybkos¢ i kat wyko-
nywania rozmazu. Co wiecej profil wykonywania rozma-
zu moze by¢ przystosowany do potrzeb laboratorium. Po
wykonaniu i wysuszeniu rozmaz jest wybarwiany zgodnie
z protokotem, a nastepnie przenoszony do odpowiednie-
go statywu. Rozmazy wykonane automatycznie po wysu-
szeniu moga by¢ wytagczone z automatycznego procesu
barwienia i poddane barwieniu manualnemu. Z drugiej
strony rozmazy wykonane manualnie réwniez moga by¢

wigczone w proces barwienia automatycznego.

Automatyczna walidacja

Pentra DX 120 jest zintegrowana ze stacjg walidujgca
(Expert Validation Station), ktéra zostata zaprojektowa-
na w celu dostarczenia petnej informacji i zapewnienia
bezposredniej komunikacji z operatorem. Dzieki tej
opcji mozna w czasie realnym zidentyfikowa¢ prébki
wymagajace dalszej diagnostyki. Funkcja reflex testing

pozwala w przypadkach prébek patologicznych na

tak tak tak
tak tak tak

tak tak
tak tak
tak tak tak

automatyczne wykonanie dodatkowych testéw, takich
jak oznaczenie retykulocytow czy jadrzastych krwinek
czerwonych (NRBC) zgodnie z protokotem, ktéry
uprzednio zostat zaakceptowany przez laboratorium.
System mozna zaprogramowac zgodnie z potrzebami.
W przypadkach wynikéw mieszczacych sie w zakresie
zaprogramowanych wartosci prawidtowych stacja
dokonuje automatycznej autoryzacji.

Dalsze mozliwosci to manualne wprowadzenie zlece-
nia wykonania dalszych testéw i umozliwienie uzyska-
nia informacji na podstawie atlasu znajdujacego sie

w oprogramowaniu analizatora (HematoVision 4 ).

Whioski. Konsolidacja badan hematologicznych

Nowa technologia - podwdjna matryca optyczna do réz-
nicowania leukocytéw (Double Diff Matrix) w potaczeniu
z technologig DHSS oraz automatycznym przygotowywa-
niem i barwieniem rozmazéw w sposéb istotny poprawia
interpretacje wynikdéw zwtaszcza w przypadkach prébek
patologicznych. Mozliwosci, jakie oferuje analizator
Pentra DX 120 dla diagnostyki zaburzer hematologicznych,
sg trudne do przecenienia. Analizator umozliwia bowiem
zaréwno poprawe wydajnosci pracy i zarzadzania préb-
kami, jak réwniez identyfikacje réznych etapoéw dojrze-
wania krwinek. Pentra DX 120 dzieki nowoczesnej
technologii nie tylko wptywa na poprawe diagnostyki
choréb hematologicznych, ale réwniez przyczynia sie

do zwiekszenia efektywnosci przeptywu prébek.

Pascal Berthet
Horiba ABX
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WYSYCENIE TRANSFERYNY JAKO NOWY TEST WATROBOWY
D .Lloyd i wsp., Ann. Clin. Biochem. 2004, 41, 170-173

Wysycenie transferyny (TFS) jest jednym z badan wykonywanych w celu oceny zasobdw zelaza w ustroju. Autorzy angielscy
opisali je réwniez jako badanie, ktére powinno by¢ wykonywane rutynowo u chorych z podwyzszong aktywnoscia amino-
transferaz bez znanej przyczyny. W ciggu 29 miesiecy TFS wykonano u wszystkich chorych ze zleceniem oceny czynnosci
watroby, u ktérych wartosci ALAT przekraczaty 50 IU. W przypadku, gdy wartos¢ TFS na czczo przekraczata 50%, pacjent
byt poddawany badaniom genetycznym w kierunku hemochromatozy, ktéra jest uwazana za najczestsza chorobe wieku
dorostego uwarunkowang genetycznie. Jej gtéwnym objawem jest uszkodzenie komérki watrobowej z powodu przeta-
dowania zelazem. Sposrod probek pobranych od 8770 oséb w 194 stwierdzono podwyzszone wysycenie transferyny,
a sposréd 66 pacjentow, u ktérych przeprowadzono badania genetyczne, u 32 (48%) wykryto postacie homozygotyczne
(C282Y). Sposrdd 68 pacjentdw, u ktdrych skierowanie na badania genetyczne byto oparte wytacznie na danych klinicznych,
C282Y stwierdzono tylko u 7, czyli u niespetna 10%. Autorzy badania réwniez sugerujg, ze u chorych, u ktérych jako test
pierwszego rzutu zastosowano TFS, a dopiero pdzniej wykonano potwierdzajace badania genetyczne, uszkodzenie komorki
watrobowej znajduje sie we wczesnej, odwracalnej jeszcze fazie.

SLINA JAKO MATERIAL DO BADAN
Ph.A. Wilmarth i wsp., J. Proteome. Res. 2004, Oct.

Od dawna wiadomo, ze s$lina moze stanowi¢ materiat do badan laboratoryjnych. Ostatnio obserwuje sie wzmozone zainte-
resowanie wykorzystaniem jej do badan rutynowych, jak réwniez przesiewowych, chociaz nie rozwaza sie mozliwosci zasta-
pienia oznaczeh wykonywanych w surowicy badaniami sliny. Przy pomocy chromatografii cieczowej i spektrometrii masowe;j
Willmarth i wsp. zidentyfikowali 102 biatka obecne w slinie zdrowego cztowieka, z czego 67 wystepuje i w slinie, i w surowicy,
a pozostate tylko w slinie. Autorzy uwazajg, ze musi uptynaé pewien czas, zanim metody stosowane do oznaczen w slinie
zostana réwnie dobrze opracowane jak metody badania surowicy. Niemniej wiele z nich znalazto juz zastosowanie, m.in.
test w kierunku HIV zatwierdzony w 2004 r. przez FDA (Food and Drug Administration), a takze testy cigzowe i oznaczenia
narkotykéw. Popularyzacja oznaczen w $linie ma szczegdlnie duze znaczenie w krajach rozwijajacych sie, gdzie mozliwosci
dotarcia opieki medycznej, a tym bardziej wykonywania badan laboratoryjnych, sg ciggle ograniczone. Powstaje pytanie, czy
w przysztosci wystarczy polizac pasek testowy i przesta¢ go do laboratorium, aby uzyska¢ miarodajny wynik?

CZY OZNACZENIA INTERLEUKINY-2 POMOGA W DIAGNOSTYCE PRZERZUTOW
RAKA PIERSI DO WEZtOW CHtONNYCH?

www.fccc.edu

IL-2 jest biatkiem wptywajacym na proliferacje komérek T, ktére sg kluczowymi regulatorami systemu immunolo-
gicznego. Na Kongresie Chirurgéw Amerykanskich w pazdzierniku 2004 r. przedstawiono wyniki wstepnych badan
przeprowadzonych w Chase Fox Cancer Center w Filadelfii na 60-osobowej grupie chorych. Z badan wynika, ze
chorzy, u ktérych wezty chtonne zostaty zajete przez proces nowotworowy, majg krancowo niskie stezenia IL-2. Zda-
niem autoréw stezenia IL-2 sq zwigzane wtasnie ze stanem weztéw chtonnych. Jezeli wynik zostanie potwierdzony
na duzych populacjach, bedzie to istotny krok w leczeniu raka piersi, w ktérym schemat terapii jest uzalezniony
wtadnie od lokalnych zmian w weztach.
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warto wiedzied

CRP LEPSZYM CZYNNIKIEM PROGNOSTYCZNYM STENOZY NIZ CHOLESTEROL
www.mamc.amedd.com

W doniesieniach z Kongresu Chirurgéw Amerykanskich (pazdziernik 2004) stwierdzono, ze stezenie CRP jest lepszym
czynnikiem w prognozowaniu stenozy tetnicy szyjnej, a tym samym niedokrwienia i udaru mézgu, niz parametry lipi-
dowe, w tym cholesterol LDL. Stezenie CRP jest markerem niestabilnej blaszki miazdzycowej, a prowadzone badania
maja odpowiedziec¢ na pytanie, czy podwyzszone CRP przy prawidtowym lub niskim stezeniu cholesterolu LDL moze by¢
pomocne w kategoryzacji pacjentéw do operacji tetnicy szyjnej.

CRP W MONITOROWANIU LECZENIA STATYNAMI
N. Engl. J. Med. 2005, January

Kolejne badania potwierdzaja role CRP w zapobieganiu chorobie wiefcowej. U 3745 pacjentdéw leczonych statynami
stwierdzono, ze oczekiwany efekt kliniczny moze by¢ osiggniety przy jednoczesnym obnizeniu stezenia cholesterolu LDL
i CRP. Najlepsze wyniki osiggnieto przy wartosciach cholesterolu LDL ponizej 70 mg/dl, a CRP ponizej 2 mg/l .
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