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BADANIA LABORATORYJINE W ROZNYCH STADIACH
ROZWOIU GAMMAPATI MONOKLONALNYCH

LABORATRORY TESTS IN DIFFERENT STAGES OF MONOCLONAL GAMMOPATHY

Alicja Kendziorek, Dagna M. Bobilewicz

Streszczenie

Gammapatie monoklonalne zaréwno w postaci fagodnej, jak i formie ztosliwe] stanowig coraz wiekszy problem
medyczny. Podstawg ich rozpoznania jest stwierdzenie obecnosci i okreslenie rodzaju biatka monoklonalnego pro-
dukowanego przez plazmocyty (elektroforeza, immunofiksacja), a w okresie leczenia takze monitorowanie stezenia
wszystkich klas immunoglobulin. Inne badania oceniajg zaawansowanie choroby lub jej przejicie z formy tagodne;
w zfosliwa.

Stowa kluczowe

gammapatie monoklonalne, wolne tancuchy, badania laboratoryjne.

Summary

Monoclonal gammapathies, both MGUS and myeloma multiplex, have become a significant medical problem. Dia-
gnosis is based on the detection and identification of monoclonal protein produced by plasmocytes (electrophoresis,
immunofixation) and monitoring of the concentration of all classes of serum immunoglobulin. Other tests estimate

the stage of the disease and/or the development from MGUS to myeloma.

Key words
gammapathy, free chains, laboratory tests.

Gammapatie monoklonalne, nazywane takze para-
proteinemiami, sg to zespoty chorobowe, w ktérych
dochodzi do rozrostu komérki plazmatycznej. Komor-
ka ta stanowi koncowe stadium réznicowania limfo-
cytéw B, wytwarza i wydziela okreslony rodzaj biatek
odpornosciowych — immunoglobulin. Jezeli wiec ko-
morka plazmatyczna zacznie sie dzieli¢, to klon tych
komérek bedzie produkowat ten sam rodzaj biatka.
Biatko to nosi nazwe biatka monoklonalnego, a jego
rodzaj jest charakterystyczny dla poszczegdlnych ro-
dzajow gammapatii monoklonalnych. Pojeciem gam-
mapatii monoklonalnej okresla sie dominacje jednego
klonu komdérkowego produkujgcego jeden rodzaj im-
munoglobulin, najczesciej przebiegajaca z hipergam-
maglobulinemia.

Immunoglobuliny sg zbudowane z dwéch tancuchdéw
ciezkich i dwdch tancuchéw lekkich, a ich klasyfikacja

jest zwigzana z rodzajem tancuchéw ciezkich. | tak:

Immunoglobulina klasy 1gG ma tancuchy ciezkie
gamma (y).

Immunoglobulina klasy IgA ma tancuchy ciezkie
alfa (o).

Immunoglobulina klasy IgM ma tancuchy ciezkie ().
Immunoglobulina klasy IgD ma tancuchy ciezkie del-
ta (A).

Immunoglobulina klasy IgE ma tafncuchy ciezkie epsi-
lon (e).

tancuchy lekkie natomiast mogg by¢ dwdch rodzajéw:
lambda (\) lub kappa (k). W kazdej czgsteczce immu-
noglobuliny obydwa tancuchy lekkie, jak réwniez oby-
dwa tancuchy ciezkie sg takie same.

Do gammapatii monoklonalnych naleza:

® szpiczak mnogi

® makroglobulinemia Waldenstrdma

e choroba lekkiego tafcucha

o choroba ciezkiego tancucha
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® gammapatia tagodna o nieustalonym znaczeniu (mo-
noclonal gammopathy of undetermined significance
MGUS).

W szpiczaku mnogim biatko monoklonalne jest zbu-
dowane z catej czasteczki immunoglobuliny i moze
byc klasy 1gG lub IgA (najczesciej), klasy IgD (rzadziej)
lub klasy IgE (bardzo rzadko). Czesto towarzyszy
temu biatko Bence-Jonesa, czyli wolne tancuchy lek-
kie typu kappa lub lambda obecne w moczu. W ma-
kroglobulinemii Waldenstréma biatko monoklonalne
zbudowane jest takze z catej czasteczki immunoglo-
buliny, ale klasy IgM; ten rodzaj gammapatii rézni sie
od szpiczaka obrazem klinicznym.

W chorobie lekkiego taricucha klon komérek plazma-
tycznych produkuje tylko lekki tancuch z czasteczki
immunoglobuliny i moze by¢ to biatko typu kappa
lub lambda. Choroba ciezkiego tancucha, wystepu-
jaca bardzo rzadko, zwigzana jest z produkcjg tylko
ciezkiego tancucha z czasteczki immunoglobuliny.
Moze to by¢ ciezki tancuch gamma, alfa lub mi.
MGUS oznacza wystepowanie gammapatii monoklo-
nalnej bez innych zmian typowych dla rozrostu komo-
rek chtonnych linii B (1). Jest ona dos¢ czesto spotyka-
na u oséb w starszym wieku i dotyczy nawet do 5%
populacji po 70. roku zycia. Ze wzgledu na to, ze ten
typ gammapatii tagodnej w ciggu kilku lat u 70% cho-
rych przechodzi w szpiczaka, jest ona rozpatrywana
rowniez jako jego wczesne stadium.

Podstawg rozpoznania wszystkich rodzajow gamma-
patii jest wykrycie obecnosci biatka monoklonalnego,
a takze okreslenie jego stezenia, ktére jest Scisle zwia-
zane z zaawansowaniem choroby. We wczesnych sta-
diach gammapatii monoklonalnych nie zawsze wyste-
puja charakterystyczne objawy kliniczne; u niektérych
pacjentdéw s one nietypowe i moga sugerowac szereg
innych schorzen. Dlatego tez wykorzystanie badan
laboratoryjnych nabiera duzego znaczenia nie tylko

w diagnostyce, ale réwniez w monitorowaniu le-

czenia czy jak w przypadku MGUS ewentualnego
postepu choroby (2).

Badania mozna podzieli¢ na rutynowe, nasuwajgce
podejrzenie gammapatii, i specjalistyczne, okreslajgce
rodzaj i stezenie biatka monoklonalnego (3). Morfolo-
gia jako rutynowe badanie podstawowe w pierwszym
okresie moze nie wykazywac zmian lub wykazywac
niewielki spadek poziomu hemoglobiny i liczby krwi-
nek czerwonych. Zmiany majg charakter normocyto-
wy i normobarwliwy. Krwinki moga ulega¢ rulonizacji
— szczegdblnie w zaawansowanym stadium choroby,
kiedy w krwi obwodowe] znajdujg sie znaczne ilosci
biatka monoklonalnego. Obecnos¢ tego biatka moze
powodowac takze zasadochtonne wybarwianie tta
miedzy krwinkami czerwonymi. We krwi obwodowej
rzadko pojawiajg sie pojedyncze plazmocyty. Liczba
krwinek biatych i ptytek, zazwyczaj prawidtowa, moze
zmniejszac sie wraz z postepem choroby. Charaktery-
stycznym objawem laboratoryjnym jest przyspieszenie
opadania krwinek czerwonych (OB) nawet do wartosci
ponad 100 mm/godz.

W badaniach podstawowych mozna stwierdzi¢ hi-
perproteinemie przekraczajacg 90 g/l. Stanowi ona
bezwzgledne wskazania do wykonania rozdziatu
biatek surowicy. Badanie to wykonuje sie technika
elektroforetyczng, najczesciej na podtozu agarozo-
wym. W proteinogramie obecny jest charaktery-
styczny prazek biatka monoklonalnego, najczesciej
w regionie gamma lub beta, czasami w regionie
alfa 2. Wysoko$¢ piku (odczytana densytometrycz-
nie) jest proporcjonalna do stezenia biatka mono-
klonalnego.

Kolejnym etapem jest okreslenie rodzaju biatka mono-
klonalnego, do czego wykorzystuje sie technike immu-
nofiksacji lub immunoelektroforezy przy uzyciu prze-
ciwciat swoistych dla poszczegdlnych immunoglobulin
i lekkich tancuchow. Biatko monoklonalne w technice

immunofiksacji daje homogenny ostro zaznaczony
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prazek, w odréznieniu od immunoglobuliny poliklo-
nalnej, gdzie precypitat jest rozproszony i rozciggniety
wzdtuz drogi migracji biatek. W technice immunoelek-
troforezy o obecnosci biatka monoklonalnego decydu-
je ksztatt tuku precypitacyjnego.

Rodzaje poszczegdélnych biatek monoklonalnych przed-
stawiajg ryciny.

Tymi samymi technikami wykonuje sie identyfikacje
biatek monoklonalnych i wolnych tancuchéw lek-
kich w moczu (4). Przy stezeniu biatka catkowitego
w moczu ponizej 8 mg/dl konieczne jest jego za-
geszczenie.

Istotnym badaniem tak diagnostycznym, jak i pro-
gnostycznym jest ilosciowe oznaczenie stezenia
biatka monoklonalnego. Niestety, nie dysponujemy
technikami oceny stezenia wytacznie biatka mono-
klonalnego w danej klasie immunoglobulin. Dokonu-
jac ilosciowego oznaczenia immunoglobulin (metoda
nefelometryczna lub turbidymetryczng) okresla sie ste-
zenie zaréwno immunoglobuliny produkowanej przez
prawidtowe plazmocyty, jak i przez komdrki nowo-
tworowe.

Nalezy wiec pamieta¢, ze termin ,stezenie biatka mo-
noklonalnego” jest tylko pewnym skrétem myslowym,
uzywanym w potocznym jezyku medycznym i de facto
dotyczacym catkowitego stezenia immunoglobuliny
danej klasy. Jednakze im wiecej jest immunoglobuliny
monoklonalnej, tym wyzsze jest stezenie immunoglo-
buliny catkowite;.

W ostatnich latach doszedt jeszcze jeden parametr,
ktory dobrze koreluje z zaostrzeniem procesu choro-
bowego. Jest to ilosciowe oznaczanie wolnych tan-
cuchéw lekkich i ocena stosunku stezenia wolnych
tancuchoéw lekkich typu kappa do wolnych tancuchéw
lekkich typu lambda (5, 6). Podobnie jak w przypadku
immunoglobulin oznaczenia te sg wykonywane tech-
nikami immunonefelometrycznymi i immunoturbidy-

metrycznymi, ale ze wzgledu na matg w poréwnaniu

do immunoglobulin czasteczke tancuchéw lekkich
(okoto 20 kDa) przeciwciata anty-kappa i anty-lamb-
da sg optaszczone na kuleczkach lateksu, co zwieksza
czuto$¢ analityczng metody. U oséb zdrowych poziom
wolnych tancuchéw w surowicy jest bardzo niski, a ich
stosunek wynosi od 0,26 do 1,65 i zmienia sie wraz ze
wzrostem stezenia biatka monoklonalnego (7). Biatko
to ma jeden rodzaj tancucha lekkiego i w procesie ka-
tabolizmu uwalnia sie z czasteczki immunoglobuliny.
Rosnie wiec stezenie jednego rodzaju farcucha lekkie-
go, a stosunek kappa do lambda zmienia sie. Z badan
przeprowadzonych przez Rajhumara (8) wynika, ze
nieprawidfowy stosunek kappa do lambda w surowicy
chorych w fazie MGUS s$wiadczy o przejsciu w faze
ztosdliwa.

Badanie cytomorfologiczne szpiku jest ostatecznym
potwierdzeniem rozpoznania. Typowy dla szpicza-
ka jest wzrost odsetka plazmocytéw powyzej 10%
wszystkich komorek szpiku. Plazmocyty moga miec
wyglad prawidtowy lub wykazywac atypowe cechy,
jak znaczny polimorfizm, wyrazng wielojagdrzastos,
drobno rozproszong chromatyne i jaderka Swiadcza-
ce o niedojrzatosci. Komérki moga tworzy¢ ,,gniazda
plazmocytéow”. Na poczatku choroby wzrost plazmo-
cytdéw jest jedynie umiarkowany — do 10-15%, w za-
awansowanych stadiach siega 80-90%.

Wzmozone uwalnianie wapnia z kosci powoduje
wzrost jego stezenia w surowicy zaréwno w postaci
wolnej, jak i zjonizowanej. Wzrasta réwniez steze-
nie mocznika i kreatyniny jako wyraz narastajgcej
niewydolnosci nerek. Typowy jest réwniez wzrost
aktywnosci LDH, ktérej oznaczanie znalazto zasto-
sowanie w monitorowaniu leczenia, podobnie jak
beta-2-mikroglobuliny.

Duze znaczenie ma réwniez ocena radiologiczna kosci.
W szpiczaku wystepujg charakterystyczne ubytki oste-
olityczne w kosciach ptaskich (czaszka, zebra, mied-

nica). W makroglobulinemii zmian osteolitycznych sie
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Tabela Stadia zaawansowania szpiczaka wg Durie i Salmona (3).

| Wszystkie nastepujace objawy:
1. Stezenie HB > 100 g/l ( > 6,205 mmol/l)
2. Stezenie Ca?* w surowicy < 2,75 mmol/l

< 0,6

3. W badaniu rtg bez zmian kostnych (skala 0*) lub

pojedyncza zmiana osteolityczna
4. Biatko monoklonalne
a) stezenie IgG < 50 g/l

b) stezenie IgA < 30 g/l

¢) wydalanie lekkich tancuchéw w moczu < 4 g/24 h

Il Objawy nie odpowiadajace stadium | ani Ill
I Jeden lub wiecej nastepujacych objawdw:
1. Stezenie Hb < 85 g/l (< 5,27 mmol/l)

2. Stezenie Ca2* w surowicy > 2,75 mmol/l

3. Zaawansowane zmiany osteolityczne (skala 3)

4. Biatko monoklonalne

a) stezenie IgG > 70 g/l

0,6-1,2
> 1,2

b) stezenie IgA > 50 g/l

¢) wydalanie lekkich tancuchéw w moczu > 12 g/24 h

Postac A - prawidfowa czynnos¢ nerek, stezenie kreatyniny < 2 mg/dl (180 mmol/1).

Posta¢ B — nieprawidiowa czynnos¢ nerek, stezenie kreatyniny > 2mg/dl (180 mmol/l).

*Skala zmian kostnych w szpiczaku mnogim: 0 — bez zmian; 1 — osteoporoza; 2 — pojedyncze zmiany osteolityczne;

3 — nasilone zmiany osteolityczne.

nie obserwuje. W pozostatych gammapatiach zmiany
sq obecne w zaawansowanych stadiach choroby.
Sposréd wymienionych wyzej gammapatii monoklo-
nalnych najczesciej wystepujacg jest szpiczak mnogi.
Wedtug Kyle'a (9) wyrdznia sie nastepujace okresy tej
choroby:

® gammapatia o nieustalonym znaczeniu /MGUS/,
@ szpiczak tlacy (smouldering multiple myeloma SMM),
® szpiczak plazmocytowy uogdiniony (myeloma multi-
plet, plasmocytoma MM).

Opracowane przez Durie i Salmona (3) kryteria dia-
gnostyczne, pozwalajgce na okreslenie stanu zaawan-
sowania choroby, zestawiono w tabeli.

Szczegdblne znaczenie ma wykrycie gammapatii w naj-
wezesniejszym okresie, tj. w fazie MGUS (2). W tym
stadium choroby wykrywa sie tylko mate ilosci biatka
monoklonalnego, a stezenie immunoglobuliny, w kto-

rej jest to biatko, nie przekracza 20 g/l. Wszystkie pa-

rametry diagnostyczne, z wyjgtkiem obecnosci stabo
zaznaczonego prazka biatka monoklonalnego, sg pra-
widtowe:

@ liczba plazmocytéw w szpiku nie przekracza 10%,
@ nie stwierdza sie obecnosci lekkich tancuchdéw w mo-
czu,

® nie stwierdza sie obnizonego stezenia pozostatych
immunoglobulin,

® parametry oceniajgce prace nerek sg prawidtowe.
W szpiczaku tlagcym rosnie stezenie biatka monoklonal-
nego do 30 g/l. Wzrasta liczba plazmocytéw w szpiku
do 30%, ale parametry laboratoryjne oceniajgce prace
nerek s3 prawidtowe. Poziom immunoglobulin, po-
zwalajgcy oceni¢ humoralng odpowiedZ immunolo-
giczna, jest rowniez prawidtowy.

W ostatnim stadium choroby, czyli w szpiczaku uogdl-
nionym, stezenie biatka monoklonalnego jest wysokie,

czesto rzedu 80 g/l, a liczba plazmocytéw w szpiku
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powyze] 50-70%. Dochodzi do uszkodzenia nerek.
Powstaje tzw. nerka szpiczakowa cechujaca sie obec-
noscig w kanalikach i cewkach zbiorczych ztogdéw tan-
cuchow lekkich. W moczu rowniez wykrywa sie wolne
tancuchy lekkie. W nerkach moga takze odktadac sie
tworzgce ztogi konglomeraty immunoglobulin mono-
klonalnych i lekkich tancuchéw, co prowadzi do niewy-
dolnosci nerek i zespotu nerczycowego. Postepujacy
proces nowotworowy prowadzi do ostabienia humo-
ralnej odpowiedzi immunologicznej, manifestujace;
sie spadkiem stezenia immunoglobulin. Charaktery-
styczny jest wynik badania laboratoryjnego: stezenie
immunoglobuliny, w ktérej jest biatko monoklonalne,
jest podwyzszone, a nawet bardzo wysokie, a pozo-
statych — w ré6znym stopniu obnizone.

Istnieje jeszcze jedna postac szpiczaka przez jednych
traktowana jako jego poronna postac, a przez innych
jako osobna gammapatia; nosi ona nazwe choroby
lekkiego tarcucha. W chorobie tej nowotworowo roz-
rastajacy sie klon komérek plazmatycznych produkuje
tylko tancuch lekki, ktérego obecnos¢ w pierwszym
okresie choroby wykrywa sie w surowicy, w drugim

— W surowicy i w moczu, a w trzecim — tylko w mo-

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia
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Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy na zelu agarozo-
wym. Ptytka przeznaczona do wykonania 30 rozdziatéw jednoczesnie
przy uzyciu zautomatyzowanego systemu Hydrasys (Sebia).

czu. Lekkie tancuchy majg dziatanie nefrotoksyczne,
dochodzi wiec do uszkodzenia nerek, co utatwia
przechodzenie tego biatka do moczu. Oznacza to
koniecznos¢ wykonywania oznaczen nie tylko w su-
rowicy, ale i w moczu. W tej gammapatii dochodzi
réwniez do obnizenia humoralnej odpowiedzi im-
munologicznej, co manifestuje sie niskim stezeniem
wszystkich trzech klas immunoglobulin.

Gammapatie monoklonalne stanowig ok. 1% wszyst-
kich nowotworéw oraz 14% nowotwordéw hemato-
logicznych. Najczestszym rodzajem gammapatii jest
szpiczak mnogi klasy IgG (ok. 50%), i klasy IgA (25%).
Na trzecim miejscu jest choroba lekkiego tahcucha
(0k.15%). Liczba wykrywanych gammapatii rosnie
z roku na rok i chociaz nie istniejg uznane standar-
dy postepowania w ich diagnostyce, nalezy pamietac,
ze grupe szczegdlnego ryzyka stanowig osoby z bez-
objawowg forma tagodng i to one wtasnie powinny
podlega¢ monitorowaniu gféwnie poprzez wykony-
wanie raz w roku elektroforezy biatek. Przy stabilnym
i bezobjawowym stanie w przez 3-5 lat biopsja szpiku
wydaje sie niecelowa, a przebieg moze by¢ uznany za

tagodny i nie wymagajacy dalszej uwagi (2).

HYDRAGEL 1 IF ®
Serum
-
—
- . |
EP G A M K L
sebia @

Rys. 2. Gammapatia monoklonalna 1gG «.
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HYDRAGEL 2 IF sebia
- Serum 1 - Serum 2
. -

_
-_— . ' e -— - -
ELF G A M K L ELF G A M K L

Rys. 3. 1. Gammapatia monoklonalna IgG \ 2. Gammapatia mo-
noklonalna IgM k.
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UZYTECZNOSC OZNACZEN FERRYTYNY
W ROZNYCH STANACH KLINICZNYCH ZE SZCZEGOLNYM
UNVZGLEDNIENIEM CHOROB NOWOTWOROWYCH

THE USEFULNESS OF FERRITIN MEASUREMENTS IN CLINICAL PRACTICE WITH EMPHASIS ON CANCER

Ewa Leporowska, Aldona Karczewska-Dzionk

Streszczenie

Ferrytyna jest biatkiem wystepujacym w kazdej komérce organizmu, gdzie petni funkcje magazynu zelaza.
Oznaczenie poziomu ferrytyny jest szczegdlnie uzyteczne w ocenie metabolizmu zelaza, monitorowaniu le-
czenia zelazem i diagnostyce niedokrwistosci.

Wczesne doniesienia na temat poziomu ferrytyny u chorych na nowotwory zwracaty uwage na podwyzszony po-
ziom tego markera w surowicy. Oznaczenia poziomu ferrytyny w tkankach guza dawaty rézne wyniki w zaleznosci
od rodzaju nowotworu; np. w przypadkach raka jelita grubego, raka jadra czy raka piersi wykazano wyzszy poziom
ferrytyny w poréwnaniu do jej poziomu w tkankach zdrowych, w innych przypadkach, jak np. w pierwotnym raku
watroby, wystepowat spadek poziomu ferrytyny.

Diagnostyczna wartos¢ oznaczen poziomu ferrytyny jako markera choroby nowotworowej byta szeroko pod-
kreslana w literaturze, jakkolwiek nie wyjasniono mechanizmu tego zjawiska na poziomie molekularnym. Po-
stuluje sie trzy mozliwe mechanizmy: (a) synteza i uwalnianie ferrytyny przez jednojadrzaste komérki fagocy-
tarne, (b) synteza i uwalnianie ferrytyny z komoérek nowotworowych, (c) uwalnianie ferrytyny do krwi wskutek
cytolizy komorek guza. Ostatnie doniesienia podkreslajg role ferrytyny jako markera prognostycznego.

Stowa kluczowe

ferrytyna, metabolizm zelaza, nowotwory.

Summary

Ferritin is the major iron-storage protein present in all cells. The determination of serum ferritin is particularly
useful in the diagnosis of iron metabolism, in the monitoring of iron therapy and in the differential diagnosis
of anemia. Its level increases rapidly as a result of acute phase reaction. Early views of the relationship betwe-
en ferritin and cancer come from works demonstrating an increase in total ferritin in the serum of patients
with cancer. However, subsequent evaluations of ferritin levels in tumor tissue have revealed a complex, per-
haps disease-specific picture. For example, in some cases, such as colon cancer, testicular seminoma and bre-
ast cancer, increase of ferritin in tumor tissue versus normal tissue has been reported; in other cases, including
liver cancer, decrease of ferritin is seen. The diagnostic value of serum ferritin concentration as a tumor marker
has been widely suggested in the literature, although the molecular mechanisms responsible for the changes
in the level of ferritin have not been clarified. There are three possible explanations: (a) synthesis and secretion
of ferritin by the mononuclear phagocytic system, (b) production and release of ferritin from tumor cells, (c)
release of intracellular ferritin into the blood stream due to activation of cytolysis. Recent works emphasize
the role of ferritin level as a prognostic marker in various types of cancer. Contradictory findings concerning
the relationship between ferritin and cancer reflect the relative paucity of experiments in this area.

Keywords

ferritin, iron metabolism, cancer.

Zelazo jest pierwiastkiem wystepujgcym we wszyst- kofaktorem enzymdw uczestniczacych w zasadniczych
kich komdrkach organizmu. Wchodzi w sktad pierscie- procesach zwigzanych z cyklem komérkowym: katalaz,
nia porfiryny bedacej sktadnikiem biatek hemowych (he- peroksydaz, reduktaz rybonukleotydowych, akonitaz,
moglobina, mioglobina) uczestniczacych w transporcie cytochroméw. Znaczenie zelaza dla organizmoéw zy-

tlenu czgsteczkowego. Zelazo jest réwniez niezbednym wych zwigzane jest nie tylko ze zdolnoscig przenosze-
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nia tlenu, ale réwniez ze zdolnoscig do przenoszenia
elektrondw. Wystepowanie zelaza w postaci jonéw ze-
lazawych Fe?" i zelazowych Fe3* sprawia, ze moze byc
ono zaréwno akceptorem, jak i donorem elektronow.
Udziat zelaza w procesach oksydacyjno-redukcyjnych

opisuje reakcja Fentona:

Fe?* + H,0, —» "OH + OH™ + Fe** ()

0,” + Fe** ——» 0, + Fe* ()

W wyniku tej reakcji powstajg toksyczne rodniki
hydroksylowe (‘OH) i ponadtlenkowe (O,7), ktére
mogg uszkadzad biatka, lipidy, DNA, prowadzac do
gtebokiego zaburzenia mechanizméw komérko-
wych, a nawet $mierci komérki. Niezbednos¢ zelaza
i zarazem jego potencjalna toksycznos¢ wymagaja
Scistej kontroli wewngatrzkomoérkowego metaboli-
zmu tego pierwiastka (1).

Ferrytyna to biatko wystepujgce w kazdej komorce
organizmu, gdzie petni funkcje magazynu zelaza
i jednoczesnie chroni komaorke przed jego szkodliwym
dziataniem. Ferrytyna zbudowana jest z 24 podjedno-
stek tworzacych kulistg powtoke, we wnetrzu ktérej
gromadzone s jony zelaza. Jedna czgsteczka ferrytyny
o ciezarze czasteczkowym 450 kDa moze zwigzac od
2000 do 4500 atoméw zelaza.

Wystepuja dwa typy podjednostek apoferrytyny: H i L,
ktére mogg tworzy¢ ok. 20 izoform rdznigcych sie
masa czasteczkowq i punktem izoelektrycznym. Sto-
sunek podjednostek H do L w czasteczce ferrytyny jest
zréznicowany i zalezy od typu tkanki i stanu fizjolo-
gicznego komodrek; w takich tkankach, jak watroba
i $ledziona przewazaja podjednostki L, zas w sercu
i nerkach przewazajg izoformy H. Stosunek H i L nie
jest staty i moze ulega¢ zmianom pod wptywem réz-

nych bodzcéw, takich jak stan zapalny, infekcja, stres

oksydacyjny czy rdéznicowanie komérki. Podjednostki
ferrytyny H i L s3 kodowane przez rézne geny. Gen
dla podjednostki H zlokalizowany jest na chromoso-
mie 11, a gen dla podjednostki L — na chromosomie
19. W surowicy znajduje sie niewielka ilos¢ ferrytyny
L ubogiej w zasoby zelaza. Surowicza ferrytyna moze
zawiera¢ tak zwang podjednostke G, czyli glikozylo-
wang postac ferrytyny (2). W komodrce ferrytyna moze
wystepowac w postaci rozproszonej lub w lizosomach,
zwanych syderosomami, obecnych w makrofagach
i syderoblastach.

Wewnatrzkomdérkowy metabolizm zelaza opiera sie na
biatkach regulatorowych IRP (iron regulatory proteins)
i sekwencjach IRE (iron responsive element), wystepu-
jacych w niepodlegajacych translacji regionach 5' lub
3" mRNA ferrytyny i mMRNA receptora transferyny (TfR).
W stanie niedoboru jondw zelaza w komérce IRP przy-
tgcza sie do IRE obu mRNA. Zwigzanie IRP z IRE mRNA
ferrytyny powoduje zahamowanie translacji i synte-
zy ferrytyny. Wigzanie IRP z IRE mRNA TfR powoduje
wzrost stabilnosci i w konsekwencji wzrost syntezy re-
ceptora transferyny, co skutkuje zwiekszeniem trans-
portu zelaza do komérki. Odwrotna sytuacja zachodzi
wéwczas, gdy mamy do czynienia z nadmiarem zelaza
w cytoplazmie komérki (3).

Regulacja syntezy ferrytyny jest uzalezniona nie tyl-
ko od obecnosci jonoéw zelaza. Cytokiny prozapal-
ne, takie jak czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a),
interleukina-1-alfa (IL-1a), IL-6 czy kachektyna indu-
kujg synteze podjednostki H ferrytyny niezaleznie od
obecnosci jondéw zelaza. Wzrost stezenia ferrytyny
w cytoplazmie skutkuje zwiekszonym wychwytem
zelaza szczeg6lnie przez komérki uktadu monocy-
tarno-makrofagowego. Regulacja ekspresji ferrytyny
odbywa sie réwniez przy udziale hormondéw i czynni-
kdw wzrostu. Hormony tarczycy, insulina i insulino-
podobny czynnik wzrostu (IGF-1) moga indukowad

ekspresje mRNA podjednostki H i L ferrytyny.
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Stezenie ferrytyny w surowicy jest niewielkie w po-
rownaniu z zawartoscig we wnetrzu komorek. Jej
poziom uzalezniony jest od biernego pasazu z cyto-
plazmy komorek do krwi i od czynnego wydzielania
przez komérki uktadu siateczkowo-srédbtonkowego,
bedacego gtéwnym magazynem zelaza. Obnizone
stezenie ferrytyny $wiadczy o wyczerpaniu sie jego
zapaséw. Dlatego oznaczenie poziomu ferrytyny jest
niezwykle przydatne w diagnostyce niedokrwistosci z
niedoboru zelaza. Prawidtowy lub podwyzszony po-
ziom nie zawsze wyklucza niedobér zelaza, poniewaz
ferrytyna nalezy do grupy biatek ostrej fazy, a wzmo-
zona synteza moze by¢ wywotana aktywacjg kaskady
cytokin. Cytokiny zaréwno hamujg uwalnianie zelaza
z komérek uktadu siateczkowo-srédbtonkowego, jak
rowniez zwiekszajg wytwarzanie ferrytyny w aktywo-
wanych makrofagach. Nagromadzenie komarkowego
zelaza powoduje spadek dostepnosci tego pierwiastka
dla komérek uktadu erytrocytarnego, co prowadzi do
niewydolnosci erytropoezy. Taka sekwencja zdarzen
wystepuje w niedokrwistosci towarzyszacej chorobom
przewlektym (przewlekte zakazenia, zapalenia, choro-
by nowotworowe, choroby z autoagresji), gdzie steze-
nie zelaza w surowicy jest obnizone, natomiast steze-
nie ferrytyny moze by¢ prawidtowe lub podwyzszone.
Tak wiec mozna stwierdzi¢, ze najwieksze znaczenie
w odniesieniu do oceny zasobdéw zelaza ma niskie
stezenie ferrytyny, poniewaz jednoznacznie $wiadczy
0 jego niedoborze.

Wskazaniem do oznaczen stezenia ferrytyny jest
podejrzenie niedoboru zelaza w grupach podwyz-
szonego ryzyka, do ktérych zalicza sie osoby nara-
zone na okresowg utrate krwi (krwiodawcy, kobiety
po licznych porodach lub obficie miesigczkujace)
badZ majace zwiekszone zapotrzebowanie na zela-
zo (ciezarne, szybko rosnace dzieci, rekonwalescen-
ci). Kontrola stezenia ferrytyny jest takze zalecana

przy substytucji zelazem oraz przed i w czasie tera-

pii erytropoetyna, poniewaz informuje, czy poziom
zasobdéw zelaza umozliwia efektywng erytropoeze.
Przyczyn podwyzszonego stezenia ferrytyny moze byc
wiele. Do choréb przebiegajacych ze zwiekszonym
wychwytem i magazynowaniem zelaza w tkankach
nalezy pierwotna i wtérna hemochromatoza. Hemo-
chromatoza pierwotna jest chorobg dziedziczng wy-
wotang mutacjg w genach HFE, HJV, HAMP badz TFR2.
W wyniku tych mutacji dochodzi do nadmiernego ma-
gazynowania zelaza w hepatocytach. Przyczyng wtér-
nej hemochromatozy moze by¢ wzrost podazy zelaza,
doustne lub domiesniowe podawanie Fe, nieefektywna
erytropoeza, nieprawidtowa synteza hemoglobiny (tala-
semie) oraz liczne przetoczenia krwi.

W chorobie wywotanej mutacjg podjednostki H
ferrytyny dochodzi do nadmiernego gromadze-
nia zelaza z towarzyszacym wzrostem syntezy
transferyny (4). W zespole dziedzicznej katarakty
zwigzanej z hiperferrytynemig dochodzi do nad-
miernej syntezy podjednostki L, ktéra odktada sie
w soczewce gatki ocznej (5). Zwiekszona ekspre-
sja ferrytyny i odktadanie sie zelaza w komadrkach
nerwowych moze doprowadzi¢ do zmian neuro-
degeneracyjnych.

Podwyzszony poziom ferrytyny moze by¢ réwniez
skutkiem jej uwalniania przez uszkodzone narzady
obfitujgce w ferrytyne, takie jak watroba czy $le-
dziona. Podwyzszone stezenie stwierdzono réw-
niez w chorobach przebiegajgcych z uszkodzeniem
ktebkow nerkowych i proteinurig (6). W wyniku
wydalania z moczem transferyny moze dochodzi¢
do wzrostu stezenia niezwigzanych jonéw zelaza
w surowicy, ktére mogg przyczyniac¢ sie do two-
rzenia wolnych rodnikéw tlenowych uszkadzaja-
cych komorki sréodbtonka naczyn. Odpowiedzig na
wzrost poziomu wolnego zelaza jest nasilenie syntezy
ferrytyny. W badaniach przeprowadzonych w grupie

chorych z zespotem metabolicznym wykazano pod-
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wyzszony poziom surowiczej ferrytyny; u tych cho-
rych stwierdzono réwnoczesnie podwyzszone steze-
nia triglicerydéw i glukozy (7).

Doniesienia na temat podwyzszonego poziomu ferry-
tyny w surowicy chorych na rézne rodzaje raka pojawi-
ty sie juz w latach 70. Zrédtem ferrytyny w przypadku
choroby nowotworowej moga by¢ jednojadrzaste
komorki fagocytarne oraz komérki guza produkujgce
i uwalniajgce ferrytyne na drodze transportu aktyw-
nego lub cytolizy. Badano réwniez poziom ferryty-
ny w tkankach réznych guzéw nowotworowych,
uzyskujgc rézne wyniki w zaleznosci od rodzaju
nowotworu. W tkankach raka jelita grubego, raka
jadra i piersi stwierdzono podwyzszony poziom
ferrytyny w poréwnaniu do poziomu w tkankach
zdrowych, natomiast jej obnizone poziomy stwier-
dzono w tkankach pierwotnego raka watroby (8).
Zelazo oraz jego biatka no$nikowe majg wiasciwosci
immunomodulacyjne. Zaréwno niedobdr, jak i nad-
miar tego pierwiastka moze powodowac istotne
dla organizmu zaburzenia dotyczace funkcjono-
wania systemu immunologicznego. Zbyt duza ilo$¢
zelaza obniza indukowang przez przeciwciata oraz
stymulowang przez mitogeny fagocytoze monocy-
tow i makrofagdéw, powodujgc przesuniecie w liczeb-
nosci subpopulacji limfocytéw w strone limfocytéw
supresorowych oraz zaburzenia dystrybucji komdrek
immunokompetentnych w réznych przedziatach sys-
temu immunologicznego. Zelazo jest regulatorem
ekspresji receptoréw powierzchniowych limfocytéw,
co ma zasadniczy wptyw na ich efektywnosc. Powyz-
sze zaburzenia w funkcjonowaniu systemu immu-
nologicznego wptywaja nie tylko na podwyzszong
sktonnos¢ do zapadania na réznego rodzaju infekgje,
ale tez na zwiekszone wystepowanie nowotwordw (9).
Ostatnio pojawity sie w pismiennictwie doniesienia
dotyczace prognostycznego znaczenia poziomu

ferrytyny w chorobach nowotworowych. U chorych na

raka piersi stwierdzono istotng statystycznie korelacje
pomiedzy poziomem ferrytyny w surowicy oraz pozio-
mem ekspresji ferrytyny w tkankach guza z istnieniem
przerzutéw nowotworu w weztach chtonnych. Im
wyzsze stezenia ferrytyny, tym wyzsze ryzyko wysta-
pienia przerzutdw. Jest to o tyle wazne, ze przerzuty
w weztach chtonnych sg w raku piersi najistotniejszym
czynnikiem prognostycznym czasu przezycia (10).

W raku jelita grubego stwierdzono odwrotng zalez-
nos$¢ pomiedzy poziomem ferrytyny w surowicy a ry-
zykiem zachorowania na ten nowotwor (iloraz szans
OR = 0,4, natomiast 95% przedziat ufnosci Cl: 0,2-0,9).
Badania byty prowadzone w ramach projektu prewen-
cyjnego z uzyciem alfa-tokoferolu i beta-karotenu (11).
Identyczng zaleznos¢ stwierdzono we wczesniej-
szym badaniu dotyczacym kobiet. Jest wiele mecha-
nizmoéw, za pomocy ktérych zelazo moze wptywad
na proces kancerogenezy. Zelazo moze katalizowa¢
powstawanie czasteczek reaktywnego tlenu, ktory
indukuje uszkodzenia DNA i powoduje zwiekszong
proliferacje komorek krypt jelitowych oraz tworzenie
kancerogennych zwigzkéw nitrozowych. U chorych
z zaawansowanym nowotworem nie stwierdzono
zaleznosci pomiedzy poziomem ferrytyny czy zela-
za a stopniem zaawansowania raka.

Badano réwniez uzytecznos¢ oznaczen ferrytyny jako
markera u chorych z nowotworami gtowy i szyi, jed-
nak z powodu niskiej czutosci, wynoszacej 10-19%,
w poréwnaniu do np. 89% dla LSA (lipid-associated
sialic acid), zrezygnowano z dalszych badan.
Ciekawe sgq wyniki badan nad stezeniem ferrytyny
u pacjentéw z rakiem nerki. Z jednej strony stwier-
dzono, ze wyzsze stezenie ferrytyny w surowicy
wigze sie ze zmniejszeniem ryzyka zachorowania na
nowotwor nerki, z drugiej za$ strony zaobserwowa-
no istotny statystycznie wzrost poziomu ferrytyny
w surowicy pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem,

u ktérych poziom markera rést wraz ze wzrostem
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Srednicy guza (12). Ponadto stwierdzono wyzsze
poziomy ferrytyny w surowicy krwi pobranej wprost
z zyty nerkowej, co sugeruje, ze jej zrédtem moga by¢
komdérki guza. W zwigzku z powyzszym w przypadku
raka nerki poziom ferrytyny moze by¢ markerem pro-
gnostycznym.

U chorych na raka ptuca czutos¢ oznaczen ferrytyny
w surowicy jako markera wczesnej postaci nie przekra-
cza 40%, a jej swoistos¢ jest niska z uwagi na wielos¢
towarzyszacych schorzer wptywajacych na metabo-
lizm zelaza, jak np. dysfunkcje watroby czy przewle-
kte infekcje. Wiekszg wartos¢ ma oznaczanie poziomu
ferrytyny w poptuczynach oskrzelowych. W przypad-
ku nowotworu stezenia ferrytyny sg znacznie wyzsze
niz w przypadku zmian o charakterze zapalnym czy
odczynowym. Spostrzezenia te potwierdzajg teorie
o gromadzeniu sie ferrytyny w tkankach otaczajacych
guz ptuca. Pojawiaja sie rowniez doniesienia, ze wyso-
ki poziom ferrytyny w surowicy (powyzej 300 wg/l) jest
zwigzany ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na
ten nowotwor.

W przypadku neuroblastoma u dzieci ferrytyna jest
istotnym statystycznie markerem prognostycznym.
Zrédtem ferrytyny sa komérki nowotworowe uwal-
niajgce ja na drodze transportu aktywnego, a wysoki
poziom w surowicy moze przemawiac za niekorzyst-
nym rokowaniem.

Badania ekspresji ferrytyny w réznych typach nowo-
tworéw na poziomie DNA i RNA przynosza czesto
sprzeczne wyniki. Modjtahedi i wsp. badali subklony
linii komoérkowej raka jelita grubego SW 613-S, ktére
réznia sie zdolnoscig do wytwarzania guzéw u nagich
myszy. Wykazano wyzszy poziom ekspresji mRNA fer-
rytyny H w stosunku do ferrytyny L w klonach o wyz-

szej zdolnosci tworzenia guzéw z jednoczesng wysoka

ekspresjag mRNA genu c-myc. Podobnie w linii komo-
rek raka piersi MCF-10 oraz w tkankach rakéw prze-
wodowych piersi wykazano rowniez wysoka ekspresje
mMRNA ferrytyny H w poréwnaniu do tkanek zdrowej
piersi. Jednak w przypadku raka przejsciowokomor-
kowego pecherza komorki o najwyzszym potencjale
przerzutowania wykazywaty najnizsze poziomy mRNA
ferrytyny w reakgji ilosciowej PCR. Niestety w zadnym
z powyzszych badan nie analizowano poziomu funk-
cjonalnego biatka, co znacznie utrudnia ocene i inter-
pretacje uzyskanych wynikéw.

W roku 1993 po raz pierwszy udowodniono, ze on-
kogen ETA selektywnie unieczynnia gen ferrytyny H,
blokujgc produkcje tego biatka. Podobny mechanizm
zaobserwowano réwniez w liniach komarek biataczki.
Stwierdzono réwniez, ze ponowna wysoka ekspresja
genu ferrytyny H w komérce przeciwdziata transfor-
macji nowotworowe;.

Transformacja nowotworowa jest zwigzana ze zmiana-
mi w kontroli proliferacji komdrek. W niektérych typach
nowotworoéw obserwowano zwiekszony poziom ferry-
tyny w przypadku zahamowania podziatéw komorek.
Odblokowanie genu ferrytyny powodowato réwniez
wieksze rdznicowanie sie i zahamowanie podziatdow
komorek szeregu linii hematopoetycznych, a takze roz-
nicowanie sie preadipocytéw do adipocytéw.

Z przedstawionych danych wynika, ze oznaczanie
poziomu ferrytyny zaréwno w surowicy, jak i na po-
ziomie komérkowym moze byc¢ uzyteczne nie tylko
w ocenie zasobdéw zelaza, ale réwniez w progno-
zowaniu i monitorowaniu choréb nowotworowych.
Jednakze uzyskane wyniki powinny by¢ rozpatrywa-
ne wraz z innymi parametrami klinicznymi i labora-
toryjnymi zaleznie od typu i stanu zaawansowania

nowotworu.
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OD TISELIUSA DO PROTEOMIKI = NOWE PERSPEKTY WY
ANALIZY SKEADU BIALEK MOCZU

FROM TISELIUS TO PROTEOMICS — NEW PERSPECTIVES OF URINE PROTEIN ANALYSIS

Ryszard Drozdz, Joanna Tisonczyk

Streszczenie

Rozwdj technik elektroforetycznych umozliwia wykrycie zmian biatkowych moczu oraz diagnostyke proceséw
patologicznych prowadzacych do powstania tych zmian. Metody proteomiczne oparte na kombinacji metod
rozdziatu biatek, spektrografii masowej i analizie numerycznej wynikéw dajg nowe ekscytujgce mozliwosci dia-
gnostyczne. Jest to nowa jakos¢, poniewaz diagnostyka procesu chorobowego przy uzyciu metod proteomicz-
nych nie polega na monitorowaniu jednego specyficznego markera, lecz na réwnoczesnej analizie setek biatek
lub peptyddw i tworzeniu unikalnej kilkudziesiecioparametrowej kombinacji markeréw. Unikalna kombinacja
biomarkeréw biatkowych moze stuzy¢ do diagnostyki i wczesnego wykrywania stanéw chorobowych. Nowe
konstelacje markeréw bedga sie charakteryzowac wiekszg czutoscia i specyficznoscig, dzieki czemu, jak sie ocze-
kuje, powinny sygnalizowac istnienie zmian patologicznych na wczesnym etapie ich rozwoju. O dalszym roz-
woju technik proteomicznych i ich przydatnosci w laboratorium analitycznym zadecyduje rozwdj technik ana-
litycznych, informatycznych i opracowanie ujednoliconych procedur przygotowania (frakcjonowania) i analizy
materiatu oraz opracowania procedur walidacji otrzymanych wynikow.

Stowa kluczowe

proteomika, elektroforeza, spektrografia masowa, biatkomocz.

Summary

The development of electrophoretic techniques makes it possible to detect the urine protein composition and
diagnose corresponding pathologies. New proteomic methods based on the combination of protein separation
techniques, mass spectroscopy and numerical analysis create new exciting possibilities for clinical laboratory
diagnostics. This is due to the fact that the diagnosis of pathological process is based not on monitoring a single
marker but on simultaneous analysis of hundreds of proteins or peptides and generating a unique combination
of markers and parameters. This unique combination of protein biomarkers constitutes a sensitive tool for early
detection of the disease. New marker constellations should display higher sensitivity and specificity, which makes
possible early detection of the disease. Future application of proteomics in clinical laboratories will depend on
the development of new analytical methods, standardization of the initial material preparation (fractionation)
and elaboration of validation procedures.

Keywords

proteomics, electrophoresis, mass spectrometry, proteinuria.

/A\rne Tiselius w swoim wykfadzie wygtoszonym biatek. Przewidywat takze dalszy rozwdj elektrofore-

13 grudnia 1948 r. w trakcie uroczystosci zwigza-
nych z wreczeniem nagrody Nobla podkredlit, ze
elektroforeza jest jedng z technik separacji, ktéra
szczegOlnie dobrze nadaje sie do rozdziatu makro-
czasteczek o fundamentalnym znaczeniu dla prze-
biegu proceséw biologicznych. W swoich pracach
podawat przyktady wptywu zmian w zywych orga-

nizmach na profile rozdziatéw elektroforetycznych

zy zwigzany ze zwiekszeniem czutosci metod wykry-
wania biatek. W czasach, kiedy Tiselius rozpoczynat
swoje pionierskie prace, nie wiedziano niemal nic na
temat sktadu poszczegdlnych frakcji biatkowych ani
biologicznej funkcji poszczegdlnych biatek. Nastepu-
jacy w latach 50. i 60. szybki rozwdj technik elektro-
foretycznych doprowadzit do tego, ze elektroforeza

stata sie jedng z powszechnie stosowanych metod
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diagnostycznych, stuzacych do badania sktadu bia-
tek surowicy i innych ptynéw ustrojowych — przede
wszystkim moczu.

Prawidtowy mocz zawiera niewielkie ilosci biatka
w stezeniu nie przekraczajgcym 100 mg/l.

Przyczyng zwiekszonego stezenia biatka w moczu
moze by¢ przechodzenie biatek osocza przez zmienio-
na w wyniku procesu chorobowego btone podstawng
ktebka nerkowego lub zaburzony proces absorpcji bia-
tek w cewkach proksymalnych kanalikéw nerkowych.
Niekiedy przyczyng biatkomoczu jest nadmierne wy-
twarzanie lub uwalnianie do osocza biatek o niskigj
masie czasteczkowej, ktére przechodzg do moczu
przez prawidtowo funkcjonujacg nerke. W chorobach
zwigzanych z uszkodzeniem btony podstawnej ktebka
stopien uszkodzenia strukturalnej integralnosci btony
podstawnej koreluje z wielkoscig poréw btony, a wiec
z przepuszczalnoscig dla biatek o wysokiej masie cza-
steczkowej. Przepuszczalnos¢ btony wptywa réwniez
na stopien uszkodzenia kiebka, co znajduje odzwier-
ciedlenie w masie czasteczkowej przechodzacych
przez nig biatek.

W poczatkowych etapach procesu chorobowego przez
btone podstawng nie przechodzg biatka o masie cza-
steczkowe] wiekszej niz 75 000 D. W moczu stwierdzi¢
mozna wowczas obecnos¢ albuminy — m. cz. 64 000,
transferryny — m. cz. 74 000, alfa-1-antytrypsyny
— m.cz. 54 000, kwasnego alfa-1-glikoproteidu
— m. cz. 42 000. Ten typ biatkomoczu okredlany jest
mianem biatkomoczu selektywnego.

W miare postepujacego uszkodzenia btony podstaw-
nej ktebka zaczynajg przedostawac sie przez nig biat-
ka o wiekszych masach czasteczkowych. Pojawienie
sie w moczu immunoglobulin $wiadczy o utracie se-
lektywnosci ktebka. Ten typ biatkomoczu nazywamy
nieselektywnym.

Przez pory btony podstawne] ktebka w prawidtowo

funkcjonujacej nerce nie przechodza biatka o masie

czasteczkowej wiekszej niz 40 000 D. Biatka drobno-
czasteczkowe o masie ponizej 40 000 D, ktére nor-
malnie przechodzg przez btone podstawng kfebka, sg
w ponad 90% resorbowane w cewkach. Pojawienie
sie biatek drobnoczasteczkowych $wiadczy o uszko-
dzeniu struktury kanalika nerkowego. Ten typ biat-
komoczu nazywany jest biatkomoczem cewkowym.
Oznaczanymi najczesciej markerami uszkodzenia ce-
wek nerkowych jest beta-2-mikroglobulina — m. cz.
10 600, alfa-1-mikroglobulina — m. cz. 13 600, biat-
ko wigzace retinol — m. cz. 21 000.

Pochodzace z rozpadu komdrek miesniowych cza-
steczki mioglobiny o m. cz 17 000 przechodzg bez
przeszkod nawet przez prawidtowa btone podstaw-
ng kifebka i po wysyceniu zdolnosci absorbcyjnej
cewki pojawiaja sie w moczu. Ten typ biatkomoczu,
powigzany z nadmiarem wytwarzanych w organi-
zmie biatek drobnoczgsteczkowych, nazywany jest
biatkomoczem z nadmiaru.

W chorobach zwigzanych z nowotworowym rozro-
stem plazmocytéw syntetyzowana jest znaczna ilosc
wolnych tancuchoéw lekkich immunoglobulin o ma-
sie czgsteczkowej ok. 22 000 D. Po przejsciu przez
btone podstawng sg przyczyng bialkomoczu Bence-
-Jonesa. Z kolei duze (800 kDa) czasteczki alfa-2-
-makroglobuliny, petnigce w osoczu funkcje uniwer-
salnego inhibitora enzymoéw proteolitycznych, nie
przechodzg nawet przez btone podstawng ktebka
nerkowego o powaznie uszkodzonej strukturze. Ich
obecnos$¢ w moczu Swiadczy o przechodzeniu biatek
osocza w wyniku uszkodzenia dolnych czesci uktadu
moczowego (najczesciej pecherza). Obecnos¢ alfa-
-2-makroglobuliny nie moze by¢ zwigzana z uszko-
dzeniami jakiejkolwiek struktury nerki. Biatkomocz,
w ktérym wystepuje alfa-2-makroglobulina, okresla-
ny jest jako biatkomocz pozanerkowy (1).

Jak wida¢, analiza masy czasteczkowej biatek prze-

chodzacych do moczu ma istotne znaczenie w usta-
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leniu stopnia i miejsca uszkodzenia nerki. Referen-
cyjng metodag pozwalajaca na ocene spektrum mas
czgsteczkowych jest SDS-elektroforeza. W metodzie
tej optaszczone detergentem anionowym (siarczanem
dodecylu — SDS) czasteczki biatek wedrujg w polu elek-
trycznym, przemieszczajac sie w tréjwymiarowej struk-
turze zelu poliakrylamidowego. Biatka o niskiej masie
czasteczkowej wedrujg szybciej. Napotykajgce prze-
szkody steryczne ze strony podtoza biatka o duzych
masach czasteczkowych wedrujg wolniej. Liniowa
zaleznos¢ pomiedzy logarytmem masy czastecz-
kowej a szybkoscig wedréwki na zelu pozwala na
okreslenie masy czasteczkowej biatka (2). Wizualna
analiza rozdziatu elektroforetycznego biatek moczu
pozwala na szybka ocene przyczyny powstawania
biatkomoczu i utatwia diagnostyke nieprawidtowo-
$ci funkcjonowania nerki (ryc. 1).

SDS-elektroforeze prowadzi sie najczesciej na zelach
poliakrylamidowych, wykonywanych w laborato-
rium, w ztozonym uktadzie buforowym. Samodzielne
wykonywanie zeli poliakrylamidowych bezposrednio
w laboratorium stwarza problemy z powtarzalno-

$cig rozdziatéw, a przygotowania prébki i dalsza

-
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Rys. 1. Schemat migracji biatek w SDS-elektroforezie. Migrujace
(z gory na doét) optaszczone detergentem biatka w usieciowanej
strukturze zelu rozdzielajg sie wg kryterium masy czasteczkowej.
Rycina przedstawia potozenie biatek, ktére moga stuzy¢ za markery
klasyfikacji biatkomoczu.
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Rys. 2. Przyktadowe rozdziaty biatek moczu przeprowadzone na
podfozach przeznaczonych do rutynowej diagnostyki laboratoryjne;.
Z prawej strony zaznaczono potozenia biatek wzorca mas czastecz-
kowych.

procedura barwienia zelu jest pracochtonna. System
Hydragel 5 Proteinurie firmy Sebia stuzy do analizy
masy czgsteczkowej biatek moczu (ryc. 2).

Zautomatyzowany system pozwala na rozdziat bia-
tek niezageszczonych prébek moczu, a procedura
obroébki zelu wykonywana jest automatycznie. Sebia
opracowata takze system analizy biatek moczu, po-
legajacy na wykrywaniu specyficznych dla okreslo-
nego typu dysfunkcji nerki biatek przy uzyciu specy-

ficznych przeciwciat (ryc. 3)

HYDRAGEL 2 URINE PROFIL(E)

wam:&umnLK“l"kwtmwumnextl"l"

1 2

ELPIm::GﬂHDEKLK."I.‘.EIJ’YM::EAHDEKLH“I."

Rys. 3. Profil biatek moczu mozna okresli¢ rozdzielajgc elektrofo-
retycznie biatka na zelu agarozowym. Biatka markery: biatkomoczu
cewkowego — Tub, pozanerkowego alfa-M, nieselektywnego kteb-
kowego — GAM, DE, tancuchy lekkie k, A oraz wolne taincuchy lekkie
wykrywane s3 metodg immunofiksacji przy uzyciu odpowiednich
przeciwciat.
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Do spektakularnych zmian w sktadzie biatek mo-
czu dochodzi w wyniku proceséw patologicznych
zwigzanych z zaburzeniami funkcji nerek. Jednak
profil biatek moczu ulega takze zmianie w wyniku
proceséw patologicznych zachodzacych w obszarze
uktadu moczowo-ptciowego. Poniewaz biatka obec-
ne w moczu sg ultrafiltratem biatek osocza, zmiany
sktadu biatek moczu odzwierciedlajg takze procesy
patologiczne niezwigzane z uszkodzeniami nerek
czy drég moczowo-ptciowych. Do niedawna naj-
czestszg strategig postepowania przy analizie biatek
moczu byto ilosciowe oznaczanie wybranych biatek,
bedacych uznanymi markerami okreslonych proce-
sOw patologicznych. W miare rozwoju coraz bardziej
ztozonych technik analitycznych, pozwalajgcych na
rownoczesng analize catego spektrum biatkowego
obecnego w badanym materiale, coraz wyrazniej
dojrzewa koncepcja badania unikalnej konfiguracji
kilku lub kilkudziesieciu biatek réwnoczesnie. Taka
analiza proteomiczna jak odcisk palca w sposéb jed-
noznaczny moze wskazywac na proces chorobowy
przebiegajacy w organizmie. Unikalne zmiany w skta-
dzie biatek moczu moga pozwala¢ na wykrywanie
choréb, ktére nie wigzg sie z uszkodzeniami nerek.
Wiekszos¢ chordb o podtozu genetycznym (w tym no-
wotwordéw) wigze sie ze zmianami ekspresji wiecej niz
jednego genu. Badanie proteomu biatkowego moczu
(PBM) pozwala na okreslenie aktywacji gendéw zwigza-
nych z ekspresja odpowiadajacych im biatek.

Prébki moczu sg materiatem tatwo dostepnym i w zwigz-
ku z tym stuzag jako idealny materiat do badan la-
boratoryjnych. Istnieje wiele metod analitycznych
pozwalajgcych na proteomiczng analize profilu
biatkowego moczu. Ostatnio powstaje coraz wiecej
prac majacych na celu standaryzacje procedur stu-
zacych do analizy proteomu prawidfowego moczu
i poszukiwanie profili biatkowych zwigzanych z ist-

nieniem okreslonych proceséw chorobowych.

Mimo ze mocz jako materiat do badan jest tatwo do-
stepny, to jest rownoczesnie uwazany za jeden z trud-
niejszych materiatéw do badan proteomicznych. Trud-
nosci wynikaja ze zmiennosci sktadu, a takze braku
powszechnie przyjetych metod analitycznych. Meto-
dy te moga by¢ tagczone w réznych kombinacjach,
co utrudnia opracowanie i przyjecie powszechnie
akceptowanego standardu.

Jednym z najczesciej stosowanych etapéw analizy
PBM jest elektroforeza dwukierunkowa (2-D-elek-
troforeza) na zelu poliakrylamidowym. Pierwszy
etap przygotowania materiatu polega na zagesz-
czeniu i odsoleniu prébki poprzez zastosowanie
procedur dializy, liofilizacji, ultrafiltracji, precypita-
¢ji acetonem, acetonitrylem lub kwasem trichloro-
octowym oraz na selektywnym usunieciu gtéwnych
biatek moczu (albuminy, transferryny, immunoglo-
bulin). Wzbogacona w biatka drobnoczgsteczkowe
prébka materiatu poddawana jest ogniskowaniu
izoelektrycznemu. W trakcie tej procedury wzdtuz
paska zelu wytwarza sie stabilny gradient pH, a cza-
steczki biatek zatrzymujg swoja wedréowke w polu
elektrycznym w takim punkcie zelu, w ktérym pH
odpowiada punktowi izoelektrycznemu (w punkcie
izoelektrycznym tadunek czasteczki biatkowej jest
réwny zero i nie wedruje ona w polu elektrycznym).
Po zakonczonej procedurze ogniskowania izoelek-
trycznego otrzymujemy grupy biatek o jednakowym
punkcie izoelektrycznym. W drugim etapie rozdziatu
pasek zelu naktada sie na gérng czesc kolejnego zelu
i prowadzi sie w kierunku prostopadtym elektroforeze
w zelu poliakrylamidowym w obecnosci detergentu
(najczesciej siarczanu dodecylu — SDS). W SDS-elek-
troforezie, w usieciowanej strukturze zelu, biatka
rozdzielaja sie na podstawie masy czasteczkowe).
Po zakohczonym rozdziale i wybarwieniu zelu na
obecnos¢ biatka otrzymujemy zespét plamek od-

powiadajacych biatkom o $cisle okreslonej masie
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Rys. 4. Schemat elektroforezy dwukierunkowej (2-D). W pierwszym
etapie mieszanina biatek rozdzielana jest wg kryterium tadunku elek-
trycznego metodg ogniskowania izoelektrycznego (IEF). W drugim
etapie biatka sg rozdzielane w kierunku prostopadtym wg kryterium
masy czgsteczkowej metodg SDS-elektroforezy. Po wybarwieniu
otrzymane rozdziaty, zawierajace setki plamek odpowiadajgcych
okreslonym biatkom, sg opracowywane metodami cyfrowej analizy
obrazu lub po wycieciu z zelu identyfikowane metodami spektro-
grafii masowej.

czgsteczkowej i punkcie izoelektrycznym (ryc. 4)
2-D-elektroforeza pozwala, w zaleznosci od roz-
miaru zelu, na wyodrebnienie od kilkuset do 2000
biatek (3, 4). Analiza ztozonego rozdziatu elektro-
foretycznego, skfadajgcego sie z kilkuset plam od-
powiadajgcych wielu biatkom, wymaga specjalnych
procedur analitycznych. Jedng z mozliwych metod
pozwalajgcych na poréwnanie obrazu rozdziatu
elektroforetycznego dwoch prébek jest dwukierun-
kowa elektroforeza réznicowa (two-dimensional

difference gel electrophoresis: 2-D DIGE). Biatka ba-

Tabela I.

Precypitacja biatek moczu acetonem.

2-D-elektroforeza.

Wyciecie pojedynczych plamek biatkowych z zelu,
trawienie trypsyng. Otrzymany produkt jest mieszany

z nosnikiem organicznym. Krétki impuls $wiatta laserowego
powoduje desorpcje i jonizacje fragmentéw peptydowych
(matrix assisted laser desorption ionisation — MALDI).

Otrzymana wigzka jondw jest poddana spektrografii masowe;.

danej prébki sprzegane sg z barwnikiem fluorescen-
cyjnym, np. czerwonym. Biatka probki referencyjnej
sprzegane s3 z innym barwnikem, np. zielonym. Po
zmieszaniu obie prébki rozdzielane sg réwnoczednie
na tym samym zelu. Zmiana dfugosci swiatta wzbu-
dzajgcego pozwala na przemienne uwidocznienie
biatek probki badanej i referencyjnej. Metoda ta
umozliwia poréwnanie stezen biatek pochodzacych
z dwdch réznych materiatéw i ocene biatek, ktérych
ekspresja ulega zwiekszeniu lub zmniejszeniu.
Biatko odpowiadajace okreslonej plamce moze byc takze
zidentyfikowane po wycieciu z zelu i analizie z zastoso-
waniem technik spektrografii masowej. W najprostszym
wariancie techniki spektrografii masowej pozwalajg na
dokfadne okreslenie masy czasteczkowej biatka lub
peptydu. Kombinacje réznych wariantéw spektrografii
masowej i wczesniejszego przygotowania prébki oraz
analiza numeryczna otrzymanych danych umozliwia
nie tylko identyfikacje biatka, lecz takze okreslenie se-
kwencji aminokwasowej i ewentualnych posttransla-
cyjnych modyfikacji tancucha polipeptydowego. Istnie-
je ogromna réznorodno$¢ technik identyfikacji biatek
wykorzystujacych technologie spektrografii masowe;.
Ponizej w tabelach przedstawiono schematy ilustruja-
ce rézne mozliwosci analizy proteomu.

Zrédtem czasteczek biatkowych wprowadzanych do

spektrografu masowego moze by¢ nie tylko wyciek

Odsolenie i zageszczenie materiatu.

Rozdzielenie poszczegdlnych biatek, mozliwos¢ poréwnania
z rozdziatem referencyjnym.

Pociety w miejscach wystepowania lizyny i argininy taficuch
polipeptydowy biatka daje kombinacje krotkich fragmentow
peptydowych o $cisle okreslonej masie czgsteczkowej,

co po przeszukaniu bazy danych umozliwia jednoznaczng
identyfikacje biatka. Spektrografia masowa jest technika

o duzej czutosci. Do analizy wystarcza 10-20 ng biatka.
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Tabela Il.

Precypitacja biatek moczu acetonem.

Rozdziat biatek metoda wysoko sprawnej chromatografii
cieczowej lub elektroforezy kapilarnej

Wyciek z kolumny, zawierajacy frakcje ztozone z niewielkiej
ilosci biatek, wprowadzany jest do spektrografu masowego.
Kropelki cieczy s3 jonizowane i tworza aerozol (electrospray
ionisation — ESI). Czas przelotu (time of flight — TOF ) zalezy
od masy czasteczkowej biatka i jego tadunku elektrycznego.
W pierwszej czedci spektrografu okreslana jest masa

czasteczkowa biatka.

W drugiej czesci spektrografu masowego (tandem mass
spektrometry — MS/MS) czasteczka biatka zderza sie z atomami
obojetnego gazu (collision induced dissociation — CID).

W wyniku zderzen czasteczka traci kolejne aminokwasy

co powoduje scisle okreslong zmiane masy czasteczkowe;.

z kolumny chromatograficznej lub wyciete z zelu
poliakrylamidowego plamki, lecz takze matryca
zbudowana z wielu aluminiowych ptytek pokrytych
specyficznymi sorbentami. Kazde z pokrytych inng
substancjg absorbujgcg pdl wigze grupy biatek wg
kryterium specyficznego rodzaju oddziatywania,
mianowicie grupy: hydrofobowe, hydrofilowe, jo-
nowymienne (wymieniacze kationowe, anionowe),
grupy oddziatujgce ze skompleksowanymi jonami
metali (miedz), grupy wigzace specyficzne substra-
ty, przeciwciata, receptory lub fragmenty kwaséw
nukleinowych. Powierzchnia matrycy pokrywana
jest roztworem analizowanego materiatu biologicz-
nego (np. moczu) bez koniecznosci jego wstepnej
obrébki. Po krotkim okresie inkubacji powierzchnia
matrycy jest przemywana. Na powierzchni kazdego
pola pozostajg biatka oddziatujgce ze specyficznym
materiatem pokrywajacym to pole.

W kolejnym etapie wszystkie pola matrycy (chipa)

pokrywane sg warstwg substancji organicznej ab-

Odsolenie i zageszczenie materiatu.

Rozdzielenie poszczegdlnych biatek,

mozliwos¢ poréwnania z rozdziatem referencyjnym.
Otrzymana kombinacja krotkich fragmentéw peptydowych
o sScisle okreslonej masie czasteczkowej po przeszukaniu

bazy danych umozliwia jednoznaczng identyfikacje biatka.

Na podstawie zmiany masy czasteczkowej tancucha
polipeptydowego okredlana jest sekwencja aminokwasowa
biatka. Mozliwe jest takze wykrycie posttranslacyjnych
modyfikacji biatka zwigzanych z hydroksylacja, fosforylacja,
glikozylacja itp. Analiza numeryczna otrzymanych danych

i zestawienie z bazg danych umozliwia identyfikacje nie tylko
biatek, lecz takze zmian posttranslacyjnych zwigzanych

z modyfikacja funkgji biatka.

sorbujgcej energie Swiatta lasera. Po umieszczeniu
w czytniku spektrografu masowego kazde z pdl ko-
lejno oswietlane jest wigzka lasera. Zaabsorbowana
energia powoduje wyparowanie i jonizacje biatek
i peptyddw z poszczegdlnych pdl matrycy. Informacje
0 masie czasteczkowej, okreslane w systemie pomiaru
czasu przelotu (TOF) spektrografu masowego, a takze
informacje o intensywnosci sygnatéw z kazdego z pola
matrycy gromadzone sg w bazie danych i poddawane
dalszej obrébce numeryczne;.

Technologia SELDI-TOF (surface enchanced laser
desorption/ionisation) powierzchniowe] absorpcji/
jonizacji zapewnia wstepne zageszczenie materia-
tu, oczyszczenie z substancji interferujgcych (soli),
wstepny podziat na frakcje wedtug wielu réznych kry-
teridw oraz analize profilu peptydowego dla kazdego
z pol frakcji. Opisana procedura moze by¢ w duzej
mierze zautomatyzowana, a istniejgce obecnie sys-
temy pozwalajg na analize kilkuset prébek materiatu

dziennie. Ostateczny wynik analizy zawiera tysigce
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danych opisujgcych profile biatkowe dla kazdego
z pol absorpcyjnych. Informacje o intensywnosci sy-
gnatéw biatkowych oraz o masach czasteczkowych
biatek stanowig unikalny zestaw danych, ktéry jak od-
cisk palca jednoznacznie identyfikuje okreslony proces
patologiczny. Metody proteomiczne stanowig nowaq
jakos¢, poniewaz diagnostyka procesu chorobowego
nie polega na monitorowaniu jednego specyficznego
markera, lecz na réwnoczesnej analizie setek biatek
lub peptyddw i tworzeniu unikalnej kilkudziesieciopa-
rametrowej kombinacji markeréw (5, 6, 7, 8).

Publikowane w ostatnich latach wyniki prac eks-
perymentalnych wskazuja, ze analiza sktadu biatek
moczu moze dostarcza¢ informacji o procesach pa-
tologicznych zachodzacych w organizmie cztowieka
(9, 10). Kombinacja elektroforezy kapilarnej i spek-
trografii masowej pozwolita na analize 2000 pep-
tydéw w moczu pacjentéw z nefropatig IgA. Udato
sie wykry¢ istnienie specyficznych profili biatkowych
zwigzanych z przebiegiem choroby, nawet gdy po-
ziom biatka catkowitego nie odbiegat od normy (11,
12, 13). Zmiany w sktadzie biatek moczu odzwier-
ciedlajg nie tylko zaburzenia funkcji nerek, lecz po-
zwalajg takze na wykrycie proceséw chorobowych
zachodzacych w innych narzadach, np. raka peche-
rza (14, 15), raka prostaty (16) i innych (17).

Metody proteomiczne stanowig nowy ekscytujacy
dziat diagnostyki laboratoryjnej. Umozliwiajg wykry-
cie nowych biomarkeréw biatkowych stuzacych do

diagnostyki i wczesnego wykrywania stanéw choro-

bowych. Powinny takze dawa¢ mozliwosc¢ lokalizacji
tkankowej/narzagdowej zmian chorobowych. Nowe
konstelacje markeréw bedg sie charakteryzowacd
wiekszg czutoscig i specyficznoscig oraz powinny sy-
gnalizowac istnienie zmian patologicznych na wcze-
snym etapie ich rozwoju. Jest to parametr krytycz-
ny w leczeniu nowotwordw czy wykrywaniu zmian
prowadzgcych do odrzucenia przeszczepu (18, 19).
O dalszym rozwoju metod proteomicznych i ich
przydatnosci w laboratorium analitycznym zadecy-
duje rozwdj technik analitycznych i informatycznych
i wypracowanie ujednoliconych procedur przygoto-
wania i analizy materiatu, a takze opracowanie me-
tod walidacji otrzymanych wynikéw (20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27).

Wykaz skrétow

ESI (electrospray ionisation) — elektrojonizacja aero-
zolu w spektrografie.

TOF (time of flight) — czas przelotu czasteczki w spek-
trografie masowym.

MALDI (matrix assisted laser desorption ionization)
— jonizacja z udziatem matrycy absorbujacej energie
lasera.

SELDI-TOF (surface enchanced laser desorption/ioni-
sation) — powierzchniowa absorpcja/jonizacja na ak-
tywnej matrycy.

CID (collision induced dissociation) — jonizacja indu-
kowana kolizjg czasteczek.

2-D DIGE (two-dimensional difference gel electro-

phoresis) — dwukierunkowa elektroforeza réznicowa.
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WPEYW NIEDOZYWIENIA NA PARAMETRY LABORATORYJNE

MALNUTRITION AND LABORATORY TESTS

Natalia Kosciuk

Streszczenie

Prawidfowe zywienie jest niezbedne dla zachowania podstawowych proceséw zyciowych. Niedostateczne do-
starczanie substancji odzywczych lub ich niewtasciwa jakos¢ prowadzi do niedozywienia, ktérego najczestsza
forma jest niedozywienie kaloryczno-biatkowe (PEM) o réznym nasileniu, stwierdzane u okoto 50% populag;ji
pacjentéw szpitalnych. Niedozywienie wydtuza czas pobytu w szpitalu, prowadzi do powiktan, szczegdlnie
pooperacyjnych, i zwieksza $miertelnos¢, dlatego jego ocena jest istotnym elementem terapii zaréwno cho-
rych ktérzy zostali przyjeci do szpitala w stanie niedozywienia, jak i tych, u ktérych rozwineto sie ono w trakcie
hospitalizacji. badania laboratoryjne, w tym oznaczanie albuminy, niektorych biatek specyficznych i innych pa-
rametréw stanowiag — poza badaniami klinicznymi i antropometrycznymi — istotny element tak w ocenie stanu
odzywienia, jak i monitorowaniu terapii zywieniowej, szczegdlnie u chorych hipermetabolicznych.

Stowa kluczowe

niedozywienie, badania laboratoryjne.

Summary

Proper nutrition is essential for maintaining the physiological metabolic processes. Inadequate supply of nu-
trients or their low nutritional quality lead mainly to different intensity of energy- protein malnutrition (PEM)
which is observed in 50% of hospital patients. Malnutrition increases length of stay, causes postoperative
complications, impairs wound healing and increases mortality rate so assessment of nutritional status is of
a great importance for patients on admission as well as during the stay in hospital. Besides of clinical and
anthropometric evaluation, the laboratory tests including albumin and some specific proteins are helpful in
assessment of nutritional state and monitoring nutritional therapy especially in hypermetabolic patients.
Keywords

malnutrition, laboratory tests.

prawid’rowe zywienie jest niezbedne dla zachowania
podstawowych proceséw metabolicznych organizmu.
Zaspokojenie zapotrzebowania minimalnego chroni
przed wystgpieniem objawdw niedoboru i zapewnia
tzw. stan réwnowagi metabolicznej. Jednak optymal-
ny stan zdrowia wymaga dostarczania skfadnikéw po-
karmowych, ktérych tadunek kaloryczny wykracza po-
nad minimalne zapotrzebowanie, zgodnie z normami
zywieniowymi zaleznymi m.in. od wieku, pfci, rodzaju
wykonywanej pracy czy stanow fizjologicznych, takich
jak cigza i okres karmienia. Szczegdlng grupe stanowig
pacjenci, dla ktérych wiasciwe odzywianie jest dostoso-
wanym do stanu klinicznego elementem leczenia.

Niedozywienie i otytos¢ to przyktady stanéw patolo-
gicznych zwigzanych z nieprawidfowym zywieniem.

Wspétczesnie obserwuje sie rosngcg grupe oséb, cze-

sto mfodych, u ktérych zaburzone zywienie ma podfoze
psychogenne lub jest efektem nieprawidtowego trybu
zycia (1, 2, 3).

Niedozywienie jest spowodowane brakiem substratow
egzogennych, niezbednych do wytwarzania energii.
Brak ten moze by¢ wynikiem niedostatecznej podazy
w stosunku do zapotrzebowania lub tez niemozliwoscig
odpowiedniego wykorzystania podawanych sktadni-
kéw z powodu choroby zasadniczej. Gtodzenie proste,
ktéremu nie towarzyszg inne stany patologiczne, pro-
wadzi do pewnego rodzaju adaptacji organizmu, pole-
gajacej na obnizeniu tempa przemian metabolicznych.
To przystosowanie pozwala na oszczedzanie biatek
ustrojowych poprzez ograniczenie ich katabolizmu i
maksymalne wykorzystanie lipidéw jako gtéwnego zro-

dfa energii. Ulega zmniejszeniu objetos¢ krwi i wydtuza
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sie okres pottrwania biatek — aczkolwiek utrata biatek w
granicach 40% zapaséw ustrojowych moze prowadzic
do zgonu. Obserwuje sie obnizone stezenie chole-
sterolu, co jest wynikiem gtéwnie zahamowania
jego syntezy. Tego rodzaju niedozywienie nosi na-
zwe niedozywienia kaloryczno-biatkowego (Prote-
in-Energy Malnutrition — PEM). Najciezsze jego for-
my to: marazm — stan kliniczny przebiegajgcy bez
obrzekéw, ale prowadzacy do opdznien rozwoju
umystowego u dzieci, niedokrwistosci, utraty masy
miesniowej z dtugo zachowanym poziomem biatek
i elektrolitow w surowicy; kwashiorkor to postac
obrzekowa z bardzo niskim stezeniem albumin,
zmianami skérnymi i zanikami miesniowymi (3).
Wystepuja rowniez formy mieszane.

Stan niedozywienia, kojarzony gtéwnie z krajami
Trzeciego Swiata, w tym obszarze nadal czesto przy-
biera formy ekstremalne. W krajach rozwinietych ma-
nifestuje sie przede wszystkim ogdlnie ztym stanem
zdrowia, spowodowanym narastajagcymi niedobora-
mi poszczegdlnych zwigzkéw metabolicznych, wita-
min i mikroelementéw, a takze zaburzeniami fizjolo-
gicznych proporcji pomiedzy nimi (kwasy tfuszczowe,
aminokwasy). Prowadzi to do objawdw ze strony wielu
narzadéw (zmniejszenie masy i wydolnosci serca, za-
burzenia funkcji przewodu pokarmowego, gruczotéw
wydzielania wewnetrznego, uktadu immunologiczne-
go), rzutuje na stan kliniczny i musi by¢ uwzgledniane
w leczeniu chorych zaréwno tych, ktérzy zostali przyjeci
do szpitala w stanie niedozywienia, jak i tych, u ktérych
niedozywienie wystapito w trakcie hospitalizacji (2, 4).
Okazuje sie, ze w krajach rozwinietych okoto 50%
pacjentéw hospitalizowanych jest niedozywionych.
Jak wykazano, niedobory zywieniowe majg istotny
wptyw na czas trwania hospitalizacji, dfuzej trwa
pooperacyjna rekonwalescencja ze wzgledu na po-
wiktania, w tym infekcje ogdlne oraz gorsze goje-

nie sie ran.

Przyczyny niedozywienia sg rézne (1, 2, 3, 4). Najczest-
sze z nich:

® zwiekszone zapotrzebowanie na pokarmy np. w okre-
sie intensywnego wzrostu, cigzy i laktacji, zwiekszonej
aktywnosci fizycznej, nadczynnosci tarczycy,

® uposledzone wchtanianie z przewodu pokarmowego,
wymioty,

® brak taknienia (w przebiegu choréb pasozytniczych,
u 0séb starszych),

@ utrata wysokoenergetycznych zwigzkéw drogg nerek,
ptuc, skéry,

® wzajemna niekorzystna interakcja miedzy réznym sktad-
nikami pokarmowymi,

® brak dostepnosci pozywienia,

® zaburzenia psychiczne lub zmiany charakterologiczne.
U wiekszosci chorych sam fakt pobytu w szpitalu, zmia-
na diety i nawykdw zywieniowych powoduja obnizenie
taknienia.

U chorych hospitalizowanych mozemy mie¢ dodatkowo
do czynienia z niedozywieniem powikfanym zakazenia-
mi bakteryjnymi, sepsg, urazem czy stresem poopera-
cyjnym, przebiegajgcymi z podwyzszong cieptotg ciata.
Chorzy hipermetaboliczni nie adaptuja sie do obnizone-
go dowozu substratow energetycznych. Aminokwasy
sg zuzywane w procesie glukoneogenezy, majacej na
celu zapewnienie statego poziomu glukozy, i do syn-
tezy biatek czynnosciowych; dochodzi do utraty biatek
miesniowych i wisceralnych, w krétkim okresie narastaja
niedobory réwniez substancji wysokoenergetycznych.
Dotyczy to gtéwnie pacjentdéw oddziatéw intensywnej
opieki medycznej, oddziatéw zabiegowych, oddziatéw
onkologicznych. Chorzy ci, nawet przy zastosowaniu
terapii zywieniowej (rézne formy sztucznego odzywia-
nia), nie s3 w stanie w petni wykorzystywac¢ podawa-
nych substratéw (3).

Ubytek masy ciafa jest jednym z objawdw niedozywie-
nia. Zgodnie ze Swiatowa Organizacjg Zdrowia nie-

dozywienie stwierdzane jest, gdy wartos¢ parametru
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antropometrycznego BMI (Body Mass Index) wynosi
ponizej 18,5 kg/m?. W zaleznosci od BMI wyrdznia
sie trzy stopnie niedozywienia: lekkie, gdy BMI mie-
$ci w przedziale 17-18,5 kg/m?, umiarkowane — BM|
16-17 kg/m? i ciezkie — BMI ponizej16 kg/m? (1, 2).
Klasyfikacja stanu niedozywienia w zaleznosci od war-
tosci BMI wskazuje na istotng role badan klinicznych.
Badania podmiotowe (wywiad) i przedmiotowe (fizy-
kalne) stanowig pierwszy kontakt lekarza z pacjentem
i rzetelnie przeprowadzone pozwalajg na wstepng oce-
ne stanu odzywienia i dobdr innych, bardziej szczegé-
towych metod. W wielu krajach, w tym m.in. w Wielkigj
Brytanii, w szpitalach istniejg szczegdétowe procedury
przeprowadzania wstepnej oceny stanu odzywienia
przez zespot pielegniarski u wszystkich chorych w ciggu
24-48 godzin od przyjecia.

Celem przeprowadzenia oceny stanu odzywienia jest:

e identyfikacja pacjentéw pod katem korzysci, jakie moga
odnie$¢ z zastosowania leczenia zywieniowego,

@ uzyskanie tzw. wartosci wyjsciowych, wzgledem ktérych
bedzie mozna mierzy¢ efektywnos¢ prowadzonego lecze-
nia zywieniowego,

@ okreslenie rodzaju niedoboréw i wdrozenie odpowied-
niego leczenia.

Ustalenie stopnia niedozywienia ma réwniez znacze-
nie prognostyczne, pozwala wstepnie przewidzie¢
dynamike przebiegu choroby i ustali¢ postepowanie
dietetyczne, co w efekcie przyspiesza proces zdro-
wienia i skraca okres hospitalizacji. Niedocenianie
rozpoznania niedozywienia sprzyja powiktaniom,
w tym takze infekcjom i w rezultacie przyczynia sie
do zwiekszenia smiertelnosci.

Wykazanie istniejacych niedoboréw i monitorowanie
ich uzupetniania powinno by¢ kompleksowym poste-
powaniem, obejmujgcym badanie kliniczne, badania
antropomorficzne i laboratoryjne. Wsréd tych ostatnich
poszukuje sie wskaznikdéw dostepnych w rutynowym

panelu badan laboratorium medycznego (2, 3, 4, 6).

Wprawdzie nie ma idealnego markera stanu biatkowo-
-energetycznego, moga tu jednak by¢ przydatne ogdl-
nie stosowane badania badZ jako pojedyncze, badz
wchodzgce w sktad wyliczanych wskaznikéw diagno-
stycznych i prognostycznych. Markerami stanu odzy-
wienia jest szereg biatek syntetyzowanych w watrobie,
aczkolwiek nalezy pamietac, ze ich stezenia podlegaja
wpltywom réwniez innych czynnikéw, takich jak zmien-
nos¢ biologiczna, funkcje biologiczne, stan nawodnie-
nia, czynnos¢ watroby i nerek (zmiana szybkosci syntezy
i katabolizmu), czynniki przedanalityczne, leki, terapia
hormonalna, stany zapalne. Czynniki te musza byc
uwzglednione przy ostatecznej interpretacji wynikéw.
Do najczesciej oznaczanych zalicza sie stezenie al-
buminy i transferyny jako biatek o relatywnie dtugim
okresie péttrwania, a takze prealbuminy (transtyre-
tyny), biatka wigzgcego retinol (RBP), i fibronektyny
— jako biatek o krotkim czasie pottrwania (fibronekty-
na — 4 godziny, RBP —12 godzin).

Stezenie albuminy, badanie ogdlnie dostepne i naj-
szerzej stosowane, uwazane jest za dobry czynnik
predykcyjny dtugosci hospitalizacji. Wartosci poni-
zej 30 g/l wskazuja na niedozywienie, natomiast
ponizej 21 g/l wskazujg raczej na znaczng utrate
tego biatka drogg nerek lub znaczne zmniejszenie
syntezy. Istniejg pewne ograniczenia stosowania
oznaczen albuminy. Jej stezenie wzrasta w odwod-
nieniu, natomiast poniewaz jest ona tzw. ujemnym
biatkiem ostrej fazy, w stanach zapalnych i infek-
cjach bakteryjnych jej stezenie obniza sie. Nalezy
réwniez pamieta¢ o tym, ze w kazdej kolejnej de-
kadzie zycia.stezenie albuminy obniza sie o okoto
0,8 g/l.

Rozréznienie przyczyny hipoalbuminemii: stan
zapalny czy niedozywienie, jest mozliwe dzieki
réwnolegtemu oznaczeniu stezenia biatka CRP. Ze
wzgledu na difugi okres péttrwania albuminy (okoto

20 dni) nie jest mozliwe wykorzystanie jej do oceny
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krétkoterminowych zmian w stanach niedozywienia.
Obnizone stezenie prealbuminy ponizej 10 mg/dl moze
charakteryzowa¢ niedozywienie biatkowo-energetyczne
(PEM). Poziom prealbuminy w odréznieniu od albumi-
ny wykazuje stabilno$¢ do 9. dekady zycia. Krétki, wy-
noszacy 2 dni okres poftrwania tego biatka sprawia, ze
zmiany stezen wykazujg duzg dynamike i wzrost ste-
zenia po wprowadzeniu diety bogatobiatkowej mozna
obserwowac juz po 72 godzinach (1, 3, 5).

Stezenie transferyny w niedoborach biatkowych jest obni-
zone czesto ponizej 100 mg/dl. Transferyna podobnie jak
albumina i prealbumina jest ujemnym biatkiem ostrej fazy,
a dodatkowo jej stezenie moze by¢ modyfikowane towa-
rzyszacymi czesto PEM niedoborami zelaza (1, 2, 3).
Stezenie RBP koreluje ze stanem kaloryczno-biatkowym
PEM, aczkolwiek ma na nie wptyw jego wspdtczynnik
przesaczania ktebuszkowego i rosnie w niewydolnosci
nerek. Podobnie jak fibronektyna ten wskaznik znalazt
zastosowanie do oceny skutecznosci leczenia zywienio-
wego, szczegdlnie parenteralnego, w krétkim czasie od
jego wprowadzenia.

Sg dane wskazujace na to, ze insulinopodobny czynnik
wzrostu IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) moze by¢ do-
brym markerem PEM, w przeciwienstwie do prealbuminy
u chorych septycznych wykazuje dobrg korelacje z bilan-
sem azotowym, nie podlega zmianom okofodobowym
ani wptywowi innych czynnikéw, jak np. wysitek fizyczny.
Zastosowanie praktyczne tego parametru jest ograniczone
ze wzgledu na matg dostepnos¢ metod oznaczania (3).
W celu réznicowania pomiedzy stanem ostrej fazy
a postepujgcym niedozywieniem, zwanym stresem
metabolicznym, wprowadzono wskaznik PINI (Pro-
gnostic Inflammatory and Nutritional Index ) wyli-

czany wedfug wzoru:

CRP mg/l x AAG mg/l

PINI =
prealbumina mg/l x albumina g/!

gdzie AAG to alfa-1-kwasna glikoproteina.

U prawidtowo odzywionych zdrowych ludzi wskaznik
jest nizszy od 1. Chorzy z niskim, $rednim i wysokim
ryzykiem maja wskaznik odpowiednio 1-10, 11-20,
21-30. Wartos¢ PINI >30 wskazuje na stan zagrozenia
zycia (2).

Do posredniej oceny masy miesniowej znalazto zasto-
sowanie dobowe wydalanie kreatyniny i wspodtczynnik
kreatynina/wzrost. Kreatynina powstaje w wyniku hy-
drolizy kreatyny, uwolnionej w procesie defosforylacji
fosfokreatyny; jej wydalanie dobowe jest proporcjonal-
ne do masy miesni i obniza sie w wyniku nasilonego
katabolizmu miesniowego. Wskaznik kreatynina/wzrost
(CHI — Creatinine-Height Index) ocenia bezttuszczowag

mase ciata.

100 x kreatynina w moczu mg/dobe

CHI =
kreatynina w moczu mg/dobe zdrowej
0soby 0 tym samym wzroscie

Obnizenie masy miesniowej wyraza sie obnizeniem CHI,
a wartosci 70% wskazujg na znaczny jej ubytek.

Do oceny masy miesni szkieletowych z prawdopodo-
bienstwem +/- 4 kg (kreatynina +/- 5 kg) u osoby
0 wadze 50-82 kg jest wykorzystywane oznaczanie
wydalania 3-metylohistydyny, aczkolwiek trzeba miec
Swiadomos¢, ze wyniki uzyskiwane metodg HPLC s3
modyfikowane przez szereg czynnikéw, takich jak dieta
o wysokiej zawartosci miesa, a takze nasilony katabo-
lizm biatek u chorych septycznych (3).

Do innych markeréw przydatnych do planowania mo-
delu zywienia i monitorowania leczenia mozna zaliczy¢
oznaczanie wolnych aminokwaséw w surowicy, ktérych
profil jest uzalezniony od wpdtistniejacej patologii na-
rzadowej. W gtodzeniu niepowiktanym ulega obnizeniu
stosunek aminokwaséw podstawowych do pozosta-
tych, aczkolwiek stezenie aminokwaséw nie jest dobrym
wskaznikiem rozwijajgcego sie PEM.

Niedozywienie jest zwigzane z obnizeniem odpornosci

i oznaczanie poziomu immunoglobulin, dopetniacza
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oraz liczby limfocytéw dostarcza dodatkowych infor-
macji. Jednym z podstawowych wskaznikdw stopnia
niedozywienia jest liczba limfocytow. Jej spadek ponizej
800/ml swiadczy o znacznym zaawansowaniu niedobo-
row (2, 3).

Istotng role w monitorowaniu terapii zywieniowej,
szczegdélnie u chorych hospitalizowanych, odgrywa
oznaczanie bilansu azotowego, ktéry z pewnym uprosz-

czeniem wylicza sie w nastepujgcy sposob (3).

Bilans azotowy = dobowa podaz azotu (g) —
— [dobowe wydalanie azotu w moczu (g) +24]

Istniejg rowniez inne, zblizone wzory (2).

Azot jest wydalany gtéwnie z moczem w postaci mocz-
nika, kreatyniny i kwasu moczowego, a 2g (w powyz-
szym wzorze) to straty drogg przewodu pokarmowego
i skéry. W warunkach nasilonego katabolizmu wzrasta
wydalanie azotu. W praktyce bilans azotowy najcze-
$ciej jest wykonywany u chorych sztucznie odzywianych
(mozliwos¢ doktadnej oceny podazy azotu) po rozle-
gtych zabiegach chirurgicznych, kiedy zachowanie lub
przywrécenie réwnowagi kaloryczno-biatkowej stanowi
podstawe gojenia sie ran (2, 3).

Ze wzgledu na koniecznos¢ uwzglednienia wielu czyn-
nikdw w ocenie stanu odzywienia zaden z pojedynczych
parametréw nie spefnia wymogow wskaznika stanu biat-
kowo-kalorycznego. Zostaty podjete préby opracowania
wskaznikéw wieloparametrowych, z ktérych najprost-

szym jest pomiar stezenia albuminy i liczby limfocytow.

| tak obnizenie jednego z tych parametréw u pacjen-
téw w stanie ciezkim wskazywat na 20-krotnie wiek-
sze prawdopodobienstwo zgonu. Tzw. prognostyczny
wskaznik odzywienia (PNl — Prognostic Nutritional
Index) uwzglednia stezenie albuminy, transferyny,
grubos¢ fatdu skérnego i test opdznionej reakcji skor-
nej. W praktyce klinicznej znalazto zastosowanie wiele
innych wskaznikéw wieloparametrowych, na ogét ta-
czacych badania laboratoryjne i pomiary antropome-
tryczne, zaden z nich nie stanowi jednak optymalnego
rozwigzania.

Powyzej omdwione wskazniki dotyczg gtéwnie oceny
stanu kaloryczno-biatkowego ze wzgledu na to, ze na-
rastajgce niedobory zwtaszcza u chorych hipermetabo-
licznych moga stanowi¢ zagrozenie zycia.

Odrebny problem stanowig niedobory wybioércze, kto-
re sq oceniane szczegdlnie w ich wczesnej fazie przy
pomocy badan laboratoryjnych. Ich najczestsze przy-
czyny to:

® zaburzone wchtanianie; czesto dotyczy witamin i mi-
kroelementdw,

@ zwiekszona utrata pojedynczych sktadnikéw,

@ zwiekszone zapotrzebowanie na pojedyncze sktadni-
ki, czesto wynikajgce z uwarunkowan srodowiskowych;
regulowane powszechnie stosowana suplementacja
Zywnosdi,

® nieprawidtowe nawyki zywieniowe; dotyczy czesto
diet drastycznie ograniczajgcych spozycie wybranych

produktéw.
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warto wiedzied

NIEDOKRWISTOSC A ALERGIA
Terapia, paZdziernik 2006

Niedokrwistos¢ z niedoboru zelaza wystepuje najczesciej u niemowlat i dzieci mtodszych do 2. roku zycia oraz w okresie doj-
rzewania. Do réznych przyczyn niedoboru, takich jak wzrost zapotrzebowania, niedobory pokarmowe, nawracajace infekcje,
czynniki uposledzajgce faknienie, nalezy dotaczy¢ réwniez alergie pokarmowe. Typowga cechg towarzyszacych alergiom po-
karmowym niedoboréw jest to, ze podaz zelaza nie daje oczekiwanych efektéw; mogg by¢ one osiggniete dopiero po wy-
kluczeniu z diety szkodliwego pokarmu, co zostato opisane m.in. u dzieci z nietolerancjg biatek mleka krowiego. Warunkiem
skutecznego leczenia jest zastosowanie diety eliminacyjnej i wspomagajacego leczenia antyalergicznego.

CZY CZOSNEK NAS CHRONI
Arch Intern Med. 2007, 167, 125

Czosnek i jego preparaty sg szeroko stosowane szczegdlnie w Stanach Zjednoczonych jako czynnik obnizajacy stezenie chole-
sterolu. Wykazano zahamowanie syntezy cholesterolu pod wptywem biologicznie czynnych sktadowych czosnku in vitro. Jednak
badania przeprowadzone na grupie 192 0séb, otrzymujacych 6 razy w tygodniu przez 6 miesiecy czosnek lub jego preparaty w
ilosci odpowiadajgcej jednemu zabkowi dziennie, nie wykazaty zadnych zmian w stezeniu cholesterolu LDL, HDL i trigliceryddw.
Nie wykluczono jednak innego korzystnego dziatania czosnku, np. jako czynnika przeciwzapalnego czy obnizajgcego cisnienie
krwi. Jego antyaterogenne dziatanie moze by¢ réwniez zwigzane z faktem spozywania go tgcznie z innymi produktami o uznanym
znaczeniu, jak pieczywo petnoziarniste czy popularne potrawy azjatyckie, skfadajace sie z duzej ilosci warzyw.

SZYBKI TEST WYKRYWAJACY ETIOLOGIE ZAPALENIA OPON MOZGOWYCH
www.fda.gov

FDA (Food and Drug Administration, instytucja o wysokim swiatowym autorytecie, dopuszczajaca do sprzedazy m.in. testy
diagnostyczne gtéwnie w Stanach Zjednoczonych) dopuscit na rynek najnowszy zestaw testowy, umozliwiajgcy szybkie rdzni-
cowanie pomiedzy wirusowym i rzadszym, ale niebezpieczniejszym bakteryjnym zapaleniem opon mézgowych. Ze wzgledu na
podobienstwo wczesnego obrazu klinicznego, a jednoczesnie mozliwos¢ groznych dla zycia powikfan wystepujacych w ciggu
kilku dni w zapaleniu bakteryjnym, zastosowanie odpowiedniego leczenia jest sprawg kluczowa. Test jest zautomatyzowany,
opiera sie na izolacji z ptynu mézgowo-rdzeniowego materiatu genetycznego wirusa i amplifikacji metoda reakcji tancuchowej
odwrotnej transkryptazy. Dotyczy enterowiruséw, odpowiedzialnych za ok. 90% wirusowych zapaler opon médzgowo-rdzenio-
wych. Wynik uzyskuje sie po 2,5 godzinach.
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ZAPRASZAMY NA STRONE
www.horiba-abx.com.pl

o firmie

Horiba Group/Horiba ABX/
Horiba ABX w Polsce/zarys historii firmy

oferta

hematologia/chemia kliniczna/
szybkie testy/elektroforeza f-my Sebia/

technologie informatyczne/weterynaria
serwis

o serwisie/zakres ustug/kontakt
technologie

w hematologii/w chemii klinicznej/
szybkie testy/technologie informatyczne

publikacje

in vitro explorer

kluby

klub teraz pentra/klub uzytkownikéw sebia/
pe klub/vet club

ENSOH

W japoriskiej kulturze silnie zakorzeniona jest

Buddyjska Szkota Zen. Wsrdd jej nauk istnieje
pojecie ,0 ENSOH", ktére odzwierciedla stan

umystowej koncentracji oraz zrozumienia.

Poprzez medytacje uczy rezygnowaé z matych

bezwartosciowych rzeczy i ostatecznie uwalniac sie
od nich. ENSOH znaczy ,okrag", co zarazem obrazuje

jedna z wazniejszych buddyjskich nauk, ze wszystko

co robimy wraca do nas bez wzgledu na to czy jest

dobre czy zte. Cztowiek, ktéry ma tego gteboka

Swiadomos¢, rozwija w sobie ,0sobowos¢ ENSOH".
Staje sie tagodny i czysty, zyje w pokoju i harmonii

ze sobg i Swiatem. Taka tez idea przySwieca firmie

HORIBA, a znak ENSOH jest tego wyrazem.
Dr Masao Horiba powiedziat:

WJesli ludzie na Swiecie byliby w stanie

zastosowaé w zyciu duchowq Swiadomosé, ktorq

obdarza nas ENSOH, wszyscy rozumielibysmy sie
i ufali sobie nawzajem, pomimo réznic kultur,

narodéw i ras, gdyz bylibySmy wolni od matych

rzeczy bez znaczenia: mam nadzieje, Ze nasi

pracownicy bedq rozwijac te postawe".
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