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Drodzy Czytelnicy,

: Z przyjemnoscia przekazujemy Panstwu kolejny numer naszego czasopisma, ktére kierujemy nie tylko do diagnostéow

i lekarzy, ale i do pragnacych poglebia¢ swoja wiedze studentéw kierunkéw medycznych.

W czasopismie zamieszczamy pogladowe artykuty, a takze krotkie doniesienia dotyczace szeroko rozumianej diagnostyki
laboratoryjnej, ze szczegélnym uwzglednieniem hematologii, biochemii oraz elektroforezy, ktére sa gtéwnym obszarem
dzialalnosci firmy HORIBA Medical. Autorami prac sg znani naukowcy, dydaktycy, doswiadczeni specjalisci z réznych
dyscyplin diagnostyki laboratoryjne;j.

Wspdlczesna medycyna wymaga nieustannego podnoszenia kwalifikacji personelu, jak réwniez wprowadzania nowosci
technologicznych, dlatego mamy nadziej¢, Ze przedstawiona w niniejszym numerze tematyka wzbudzi Panstwa

zainteresowanie.

Czytelnikom i wspolpracownikom HORIBA Medical skltadamy najserdeczniejsze zyczenia wszelkiej pomyslnosdci
w 2015 roku.

| — | dr Zbigniew Lagodzinski
Dyrektor Sprzedazy i Marketingu
HORIBA ABX Sp. z o.0.
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Hematology Line

Krioglobuliny

CRYOGLOBULINS

Joanna Tisonczyk, Ryszard Drozdz

Streszczenie

Krioglobuliny to immunoglobuliny monoklonalne lub kompleksy immunolo-
giczne precypitujace in vivo i in vitro, po ozigbieniu krwi w naczyniach wloso-

Adres kontaktowy:

watych lub w probéwkach po jej pobraniu, do celéw diagnostycznych. Biolo- Zaklad Diagnostyki Medycznej

gicznie fenomen krioglobulinemii jest tylko wycinkiem zjawiska niestabilno$ci ) i ) ) )
fizykochemicznej immunoglobulin i ich komplekséw z antygenami i biatkami Uniwersytet Jagielloriski Collegium Medicum
ul. Swietej Anny 12

31-008 Krakow

joanna.tisonczyk@uj.edu.pl

ukladu dopetniacza. W praktyce laboratoryjno-klinicznej krioglobulinemia jest
réwnie zréznicowana jak same immunoglobuliny. Rézna bywa manifestacja
i nasilenie objawéw klinicznych, bardzo odmienne bywaja formy i wlasnosci
fizykochemiczne krioprecypitatéw. Stosowana obecnie definicja i klasyfikacja
krioglobulin nie uwzglednia calej réznorodnosci biologicznej tego zjawiska. ryszard.drozdz@uj.edu.pl

Wobec braku wystandaryzowanych i zoptymalizowanych procedur wykrywania

i ilociowego oznaczania krioglobulin, autorzy pragng zwrdci¢ uwage na uzy-

teczno$¢ powszechnie stosowanych procedur analitycznych (elektroforeza, immunofiksacja, ilo§ciowe oznaczenia immunoglobulin i wybranych
bialek ukladu dopelniacza), ktére moga by¢ pomocne w interpretacji szerokiego spektrum obrazéw klinicznych powiazanych z krioglobulinemia.

Summary

Cryoglobulins are monoclonal immunoglobulins or immunological complexes precipitating in vivo and in vitro in capillary blood vessels or laboratory
test tubes in reduced temperature. Biologically cryoglubulinemia comprise only fragment of physicochemical instability of immunoglobulins and their
complexes with antigens and complement proteins. In clinical and laboratory practice cryoglobulinemia manifestations are as heterogeneous as immu-
noglobulins themselves. Differences include clinical manifestations, severity of the disease and physicochemical properties of cryoprecipitates. Widely
used definition and classification of cryoglobulins does not cover the full biological heterogeneity of that phenomena. With lack of standardized and
optimized procedures of detection and quantitative determination of cryoglobulins authors would like to point out on the utility of commonly used
laboratory tests (electrophoresis, immunofixation, quantitative determination of immunoglobulins and selected proteins of complement) which can be
useful in interpretation of wide spectrum of cryoglobulin associated clinical syndromes.

Bialka w roztworach wodnych sg labilne

iatka osocza to niezwykle skomplikowane two-

ry o bardzo uporzadkowanej strukturze, ktérych

funkcja doskonalita si¢ w dlugim procesie ewolucji.
Wystepujace sporadycznie mutacje, w ktérych dochodzi
do zamiany pojedynczej reszty aminokwasowej, skutkuja
najczeséciej zmianami konformacyjnymi, zmniejszajacymi
stabilnos¢ biatka w roztworze i podwyzszong zdolnoscia do
denaturacji. Bialka, aby pelni¢ swoje funkcje biologiczne,
musza odznacza¢ si¢ zdolnoscia do zmiany konformacji
przestrzennej. Zmiany konformacyjne biatek zachodzg po
zwigzaniu substratu (w przypadku enzymoéw), czy specy-
ficznych ligandéw (w przypadku biatek transportowych).
To wtasnie zmiany konformacyjne bialek umozliwiaja
niezwykle skomplikowane procesy zachodzacych po so-
bie i precyzyjnie regulowanych przemian. Funkcjonalna
elastyczno$¢ ma swojg cene. Niektore biatka sg niestabilne

termodynamicznie i zmiany konformacyjne, zachodzace

pod wplywem réznorodnych czynnikéw fizycznych i che-
micznych, prowadza do precypitacji i tworzenia bezposta-
ciowych lub precyzyjnie uformowanych depozytéw [1].

Immunoglobuliny stanowig szczegdlng grupe bialek,
w ktdrej ze wzgledu na naturalng zmiennos¢ sekwencji
aminokwasow w obrebie obszaru czgsteczki odpowiedzial-
nej za wigzanie antygenu oraz mechanizmy rekombinacji
genéw generujace zmienno$¢ struktury pierwszorzedo-
wej, okreslenie prawidlowej sekwencji aminokwaséw nie
jest mozliwe. Upraszczajac zagadnienie, kazda czasteczka
immunoglobuliny jest prototypem zbudowanym z kilku
segmentéw. Taka zmienno$¢ immunoglobulin umozliwia
skuteczne wigzanie patogendw, z drugiej jednak strony po-
wstale ,na zamoéwienie” czasteczki maja nieprzewidywalne
wlasnosci fizyczne. Trzeba jednak podkresli¢, ze o wlasno-
$ciach fizycznych i biologicznych immunoglobulin decydu-
je nie tylko struktura czesci hiperzmiennej, odpowiedzial-
nej za wigzanie antygenéw lecz takze struktura (zalezna od

klasy i typu) pozostatych fragmentéw biatka.
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Immunoglobuliny ulegaja zmianom konformacyjnym po
zwigzaniu z antygenem, umozliwiajac w dalszym etapie
wigzanie i aktywacje biatek cytotoksycznej kaskady dopet-
niacza.

Czes¢ stala fancuchoéw lekkich koduja dwie grupy homo-
logicznych genéw tworzacych dwa odmienne immunolo-
gicznie typy tancuchéw lekkich - kappa albo lambda (kto-

re dodatkowo mozna podzieli¢ odpowiednio na 4 lub 6

immunologicznych jest jednym z wazniejszych etapéw po-
zwalajacych na efektywne usuwanie patogenéw, immuno-
globuliny sa biatkami, ktére w roztworze wodnym sa mato
stabilne. W opracowanej przez Cohna metodzie frakcjono-
wania bialek osocza immunoglobuliny wytracaja sie juz na
poczatkowych etapach procedury, przy znacznie nizszych
stezeniach czynnikéw precypitujacych niz, np. albumina,
ktora wytraca sie dopiero w 40% etanolu.

Zréznicowanie wlasnosci i funkcji immunoglobulin

Przecho-
Okres . . .
Wybrane ) Wiazanie dzenie
Klasa | Podklasa Masa cz. . pottrwa- . Inne
wlasnosci ] dopelniacza | przez
nia
fozysko
Wiaze antygeny .
IgGl Monomer 150kDa | 20 dni Tak Tak
biatkowe Ak .+ donel
tywacja dopet-
Wigze antygeny i . ywad p'
IgG2 Monomer 150kDa . 4 dni Tak ? niacza nastepuje
oligosacharydowe k
IgG Wisse ant na agregatach im-
igze antygen
IgG3 Monomer 150kDa | 2 yeeny 20 dni Tak Tak [ munologicznych
biatkowe
IgG4 Monomer 150kDa 20 dni Nie Tak
Wytwarzana Formy wydziel-
IgAl .| gtéwnie w szpiku 4 dni Nie ? nicze polaczone
Monomer lub di-
. monomer z peptydowym
IgA mer sekrecyjny Co o
biatkiem wigzg-
160/385kDa Blony $luzowe ) ) .
IgA2 di 4 dni Nie ? cym i receptorem
imer
sekrecyjnym
Pojedyncza cz.
IgM Pentamer Euglobulina 4 dni Tak Nie aktywuje dopet
5 900kDa & cywije dop
niacz

podtypdéw). Lancuchy cigzkie immunoglobulin wystepuja
w pigciu podstawowych formach okreslajacych klase prze-
ciwciala. Immunoglobuliny klasy IgG podzielono na cztery
podklasy a IgA na dwie podklasy. Zaréwno klasa przeciw-
ciala, jak i jego podklasa, determinujg szereg wlasnosci fi-
zycznych i biologicznych czasteczki.

Podsumowujac immunoglobuliny to duza grupa biatek
o zrdznicowanej strukturze i wlasnosciach biologicznych.
Podstawowa funkcja przeciwcial jest usuwanie patogenéw
- zaréwno komorkowych, jak i rozpuszczalnych struk-
tur zbudowanych, np. z bialek, oligosacharydéw, lipidow,
kwaséw nukleinowych i innych. Antygeny, ktore Iaczg si¢
z immunoglobulinami tworza wielkoczasteczkowe agrega-
ty, ktore precypitujac, traca swoja aktywnos¢ biologiczna
a nastepnie w procesie fagocytozy moga by¢ poddawane
dalszej destrukeji przez szerokie spektrum enzymow li-

tycznych. Ze wzgledu na fakt, ze precypitacja kompleksow

4 | Around the Sample zeszyt 1(2) 2015

Depozyty bialkowe sa przyczyna wielu choréb

Istnieje wiele jednostek chorobowych, ktérych mechanizm
zwigzany jest z tworzeniem depozytéow bialkowych. Jedna
z takich grup choréb sa amyloidozy. Cechg charakterystycz-
ng amyloidoz jest tworzenie fibrylarnych uporzadkowa-
nych depozytéow biatkowych w przestrzeni pozakomorko-
wej. Strunowe, poskrecane depozyty biatkowe formowane
sa przez prawidlowe bialka (transtyretyne w amyloidozie
starczej, biatko amyloidowe A w amyloidozie odczynowej),
jak i biatka, w ktérych w wyniku mutacji doszto do zmiany
struktury pierwszorzedowej (fibrynogen czy niektore for-
my apolipoproteiny Al). Niestabilna czgsteczka hemoglo-
biny zawierajaca pojedyncza mutacje¢ w strukturze tancu-
cha beta globiny przy niskich ci$nieniach parcjalnych tlenu
wytraca sie z roztworu, tworzac fibrylarne wewnatrzko-
morkowe depozyty wplywajace na ksztalt krwinki w ane-

mii sierpowate;j.



Patologiczne depozyty bialkowe moga tworzy¢ zaréwno
kompletne czasteczki immunoglobulin, jak i ich fragmenty.
Syntetyzowane w przebiegu gammapatii monoklonalnych
wolne fancuchy lekkie mogg tworzy¢ zaréwno uporzadko-
wane fibrylarne struktury biatkowe (AL amyloidoza), jak
i amorficzne depozyty w przypadku choroby depozytéw
tancuchéw lekkich (Light Chains Deposition Disease).
Charakterystyczne jest to, ze w przypadku AL amyloidozy
dominujg tancuchy typu lambda, podczas gdy amorficzne
depozyty powstajace w obrebie blony podstawnej kiebusz-
ka nerkowego tworzone s3 znacznie czgsciej przez tancu-

chy typu kappa). Istniejg nieliczne przypadki amyloidozy,

iy
o -
P, L BT S

Hematology Line

a gdy wraz ze strumieniem krwi docieraja do miejsc o wyz-
szej temperaturze, aktywowany zostaje ukiad dopelniacza.
Masywna hemoliza powodowata pojawienie si¢ w moczu
znacznych ilo$ci hemoglobiny, zabarwiajac mocz na kolor
brunatno-brazowy [7]. Szczegélowy mechanizm lizy ery-
trocytow jest zréznicowany i powigzany z klasa i typem au-

toprzeciwcial [8, 9].

Po obnizeniu temperatury (np. w wystawionych na chtod
naczyniach wlosowatych skory) precypitujg takze niezwia-
zane z antygenem immunoglobuliny lub kompleksy anty-

gen przeciwciato (Ryc. 1).

Ryc. 1. Rézne formy precypitatéw krioglobulinowych (klaczkowaty, szklisty) odzwierciedlaja zréznicowane wlasnosci fizykochemicz-

ne immunoglobulin.

w ktérych uporzadkowane widkna zbudowane byly z fan-
cuchow cigzkich. W zespole Fanconiego wolne fancuchy
lekkie immunoglobulin tworza wewnatrzkomoérkowe bial-
kowe struktury krystaliczne [2].

Opisano takze rzadkie przypadki powstawania zewnatrz
i wewnatrzkomoérkowych struktur krystalicznych w ksztat-
cie pretow, igiel lub prostopadloscianéw zwigzanych
z chorobami limfoproliferacyjnymi [3]. Obecnos¢ rombo-
idalnych krysztatéow bialkowych wykryto takze w plynie
stawowym pacjentki ze szpiczakiem mnogim. Co ciekawe,
w surowicy i ptynie stawowym pacjentki wykryto obecnos¢
krioglobulin [4, 5, 6].

Konformacja i stabilnos¢ bialek zaleza od temperatury

Immunoglobuliny i kompleksy immunologiczne zmieniaja
swoje wlasciwosci fizykochemiczne takze w wyniku dzia-
tania temperatury. Historycznie istnieje wiele opiséw na-
padowej zimnej hemoglobiunurii oraz choroby zimnych
hemaglutynin, towarzyszacych niektérym chorobom za-
kaznym. Po obnizeniu temperatury, oplaszczajace krwinki

czerwone przeciwciala ulegaja zmianom konformacyjnym,

Ryc. 2. Wstega Waltmana. Po dodaniu surowicy zawierajacej
duze ilosci IgM do wody destylowanej widoczne sg biale pasma

nierozpuszczalnej w wodzie euglobuliny.

— R =
_.H“H-M

Ryc. 3. Elektroforetyczne rozdzialy ,.krioglobulinowe” Na tle hi-
pergammaglobulinemii poliklonalnej w obszarze gamma widaé

stabo zarysowane prazki. Ref — prawidlowy rozdziat surowicy.
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A

IF

IgM kappa lambda

- . . .

ELP IgG IgA

IF

IgA

. =

ELP IgG IgM kappa lambda

Ryc. 4. W trakcie ogrzewania krioglobuliny moga zmienia¢ swojg konformacje, stopien agregacji i ruchliwo$¢ elektroforetyczng. Im-

munofiksacja krioglobuliny typu I przed (A) i po (B) ogrzaniu prébki.

Ref

ELP
Fac].

lgG

lgA IgM kappa lambda

Ryc. 5. Obraz elektroforezy i immunofiksacji surowicy 21 letniej pacjentki z zespolem Sjogrena. W elektroforezie widoczna hipergam-

maglobulinemia poliklonalna. W immunofiksacji mozna zauwazy¢ waska przypominajacg biatko monoklonalne strefe immunoglo-

buliny klasy IgM. W badaniach dodatkowych stwierdzono niskie stezenie bialka C4 uktadu dopelniacza.

Krioglobuliny

Bialkowe precypitaty powstajagce po ozigbieniu surowi-
cy, ktore ulegaly powtérnemu rozpuszczeniu po ogrzaniu
probki, zostaly po raz pierwszy opisane przez Wintroba
i Buella w latach 30. Klasyczne objawy kliniczne, manife-
stujace sie zaburzeniami krazenia w naczyniach kapilar-
nych, zwigzane byly z gammapatia monoklonalng [10].
W roku 1947 Lerner i wsp. wprowadzil termin krioglobu-
liny a préba klasyfikacji krioglobulinemii zostala podjeta
przez Broueta i wsp. w latach 70. [11].

Zaproponowany przez Broueta i stosowany do dzisiaj po-
dzial wyréznia trzy typy krioglobulin:

Typ I - to precypitujace w obnizonej temperaturze bial-

ko monoklonalne wytwarzane przez nowotworowo roz-

6 | Around the Sample zeszyt 1(2) 2015

ros$niety klon plazmocytéw w przebiegu réznych chordb
limfoproliferacyjnych - najczesciej szpiczaka mnogiego.
Szacuje sie, ze krioglobulinemia wystepuje u ok 1% pa-
cjentdw z gammapatia monoklonalng. Szczegdlnie silng
tendencja do krioprecypitacji odznaczajg si¢ immuno-
globuliny klasy IgM. Krioglobulinemia wystepuje u ok
10% pacjentéow z makroglobulinemia Waldenstroma.
Opisano takze pojedyncze przypadki krioglobulinemii
zwiazanej z obecnoscig wolnych tancuchéw lekkich im-
munoglobulin [12, 13].

Typ II towarzyszy wielu chorobom zakaznym, wiru-
sowemu zapaleniu watroby typu C a takze chorobom
autoimmunologicznym, w ktérych obserwuje sie cza-

sem rownocze$nie zimne aglutyniny. W typie drugim



obserwujemy wysokie stezenie poliklonalnych immu-
noglobulin klasy IgG wiazacych si¢ z antygenami pa-
togendéw lub (oraz) z autoantygenami. Réwnoczesnie,
metodami elektroforetycznymi, w surowicy mozna wy-
kry¢ intensywng strefe immunoglobuliny IgM przypo-
minajacg strefe biatka monoklonalnego obserwowang u
pacjentow z gammapatia monoklonalng [14]. W sktad
immunoglobuliny IgM towarzyszacej krioglobulinemii
typu II wchodzi niemal zawsze tancuch kappa typu III
a repertuar genéw kodujacych fragmenty zmienne lan-
cucha lekkiego i cigzkiego jest bardzo ograniczony [15].
Mechanizm wytwarzania ,pseudomonoklonalnych”
czasteczek IgM u pacjentow zakazonych zéltaczka typu
C jest przedmiotem badan [16]. ,,Pseudomonoklonal-
na” immunoglobulina IgM ma wysokie powinowactwo
do immunoglobulin IgG, ma wigc charakter czynnika
reumatoidalnego.

Typ III krioglobulimemii takze towarzyszy calemu spek-
trum przewleklych infekcji wirusowych i bakteryjnych
oraz chorobom autoimmunologicznym. Podobnie jak
w krioglobulinemii typu II, stezenia poliklonalnych im-
munoglobulin klasy IgG sa wysokie, natomiast w od-
réznieniu od krioglobulinemii typu II wykazujace cechy
czynnika reumatoidalnego, immunoglobuliny klasy IgM
sa poliklonalne.

Krioglobulinemia typu I oraz I jest przez niektorych bada-

czy laczona w jedng wspolng grupe krioglobulinemii mie-

Hematology Line

tow oddzielenie krioglobuliny od surowicy jest praktycz-
nie niemozliwe. U innych pacjentéw z krioglobulinemia
typu I, po ozigbieniu probki surowicy wytraca sie wyraz-
ny kfaczkowaty osad, ktéry fatwo mozna odseparowac od
reszty surowicy (Ryc. 2).

Co ciekawe, obserwowane w laboratorium zjawiska krio-
globulinemii towarzyszace obecnosci biatka monoklonal-
nego nie zawsze daja objawy kliniczne, wywolane zwykle
zwiekszong lepkoscig osocza.

Inna grupa krioglobulin, z ktora spotykaja si¢ laborato-
ria diagnostyczne, to material pochodzacy od pacjentow,
u ktorych zauwazono objawy kliniczne mogace §wiadczy¢
o istnieniu krioglobulinemii. Do charakterystycznych
objawéw klinicznych nalezg - zesp6! Raynauda (sinie-
nie skdry wystawionej na obnizong temperature), zmiany
w obrebie siatkéwki oka, zapalenie i owrzodzenia skdry,
zapalenie klebuszkéw nerkowych i wiele innych [18].
Testy na obecnos¢ krioglobulin wykonuje si¢ takze u pa-
cjentéw z rozpoznanymi jednostkami chorobowymi, kto-
rym krioglobulinemia czesto towarzyszy - zéttaczka typu
C i inne przewlekle zakazenia wirusowe - (EBV, CMV,
HIV), niektore zakazenia bakteryjne oraz szerokie spek-
trum chorob o podiozu autoimmunologicznym (zespot
Sjogrena, toczen, reumatoidalne zapalenie stawow). W tej
drugiej grupie pacjentéw spotykamy najczesciej krioglo-
bulinemie mieszane (typ I albo II) a wykrycie krioglobu-

linemii wymaga przeprowadzenia okreslonych procedur

szanych. laboratoryjnych.
Klasyfikacja krioglobulinemii
Typ krioglobulinemii Powigzania kliniczne Sklad krioprecypitatu
Krioglobulinemie monoklonalne Immunoglobulina monoklonalna w dyskra-
Typl . . .
(szpiczak mnogi) zjach plazmocytarnych
Typ II . L Monoklonalna IgM wigzaca poliklonalne IgG
Krioglobulinemie mieszane
Typ III (HCV, choroby autoimmunologiczne) | Poliklonalne IgM wigzace poliklonalne IgG

Rozpoznawanie krioglobulinemii

Krioglobulinemia moze zosta¢ przypadkowo wykryta
w laboratorium diagnostycznym w trakcie przygotowy-
wania materialu do badan i jego dalszego przechowywa-
nia [17]. U niektdérych pacjentéw z krioglobulinemia typu
I, po ozigbieniu probki krwi biatko monoklonalne bardzo
szybko tworzy zel, uniemozliwiajace separacje¢ skiadni-
kéw komoérkowych oraz osocza w procesie wirowania.
Struktura zelu bywa czasem tak gesta, ze niemozliwe jest
prawidlowe pobieranie materialu przy pomocy pipety czy

igly analizatora biochemicznego. U niektérych pacjen-

Procedury laboratoryjne sluzace do wykrywania krio-
globulinemii

Wykrywanie i ilosciowa analiza krioglobulin jest zwigzana
z wieloma problemami, do ktérych nalezy zaliczy¢ brak stan-
daryzacji pobierania i procedur wstgpnego przygotowania
probki (transportu materialu do laboratorium). Subiektywna
interpretacja wynikow, brak wystandaryzowanych procedur
ilo$ciowych, brak materialéw kontrolnych [19, 20, 21].

Istnieje powszechna zgoda, ze krew powinna by¢ pobiera-
na do wstepnie ogrzanych strzykawek (probowek), tran-

sportowana i wykrzepiana w temp. nie nizszej niz 37°C.
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Otrzymang w temp 37°C probke surowicy nalezy umiesci¢
w temp. 4°C i codziennie obserwowac az do 7 dni. Niektore
zrodla zalecaja dodanie niewielkiej iloéci roztworu azydku
sodowego w celu powstrzymania zakazenia probki (jest to
istotne szczegdlnie wtedy, gdy oceniana jest proba kontrol-
na inkubowana w 37°C). Ocena obecnodci krioprecypitatu
wymaga doswiadczenia, a niektére formy krioglobulinemii
typu I, w ktdrych osad ma strukture polptynnego zelu, sa
trudne w interpretacji. Potwierdzenie obecnosci krioglo-
bulinemii typu II i III takze moze sprawia¢ trudnosci, po-
niewaz ilo$¢ powstalego krioprecypitatu, szczegélnie typu
I11, jest niewielka (kilkadziesigt mg/1). Opisano takze proby
wykrywania precypitatu za pomocg technik pomiaru roz-
proszenia $wiatla. Nie zostaty one jednak jak dotad wystan-
daryzowane [22].

Istnieja opisy ilo§ciowego oznaczania krioglobulin po-
przez oznaczenie biatka w oczyszczonym przez precy-
pitacje i przemywanie w soli fizjologicznej preparacie
krioprecypitatu. Zaleca si¢ wielokrotne przemywanie
osadu krioglobulinowego za pomoca dziesi¢ciokrotne-
go nadmiaru (lub wg innych zrédel niewielkiej ilosci)
wyziebionego roztworu buforowanej soli fizjologicznej,
a w niektorych procedurach takze wody, w celu usunie-
cia niespecyficznie zaadsorbowanych bialek surowicy
[23]. Zebrane po ostatnim wirowaniu na dnie probowki
biatko oznacza si¢ jedng z licznych metod oznaczania
biatka catkowitego (biuretowa, Lowryego, Bradforda
lub spektrofotometryczng). Ilos¢ biatka mozna takze
probowaé oceni¢ klasycznymi metodami elektrofore-
tycznymi lub za pomoca elektroforezy kapilarnej. Nie
rozstrzygnieto jednak problemu, czy przy ilosciowym
oznaczaniu krioglobulin metodami elektroforetyczny-
mi nalezy bra¢ pod uwage tylko biatka frakcji gamma
(immunoglobuliny) czy takze biatka frakcji beta (bial-
ka dopelniacza).

Laboratoria stosuja rézne wartosci referencyjne, powy-
zej ktorych ilosciowy wynik badania na obecnos¢ krio-
globulin uznaje si¢ za dodatni. Wartosci referencyjne
zmieniajg si¢ w szerokim zakresie od 10 do 100 mg/l.
Wartosci ponizej 500 mg/l trzeba jednak traktowac
z duzg ostroznoscig.

Mozna takze iloSciowo oznacza¢ wartos¢ tzw. kriocytu, tj. od-

setka objetosci surowicy zajetej przez osad biatkowy (Ryc. 3).

Dalsza charakterystyka krioglobulin
Po stwierdzeniu obecnosci krioglobulinemii powinno
sie przeprowadzi¢ jej dalsza charakterystyke. Ponownie

- procedury dalszego postepowania s3 w laboratoriach
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bardzo zréznicowane. W niektérych oczyszczony prepa-
rat krioglobuliny poddaje si¢ elektroforezie i immunofik-
sacji, w innych analizuje si¢ probke surowicy wyjsciowe;.
W ustaleniu klonalnosci obecnych w elektroforezie i im-
munofiksacji frakcji immunoglobulinowych pozyteczne
moga by¢ takze ilo$ciowe oznaczenia immunoglobulin
klasy IgG, IgA, IgM, wolnych tancuchéw lekkich, a takze
elektroforeza bialek moczu. Trzeba jednak podkresli¢, ze
interpretacja obrazéw elektroforetycznych w przypadku
krioglobulinemii mieszanych jest trudna i wymaga duze-
go doswiadczenia pracownikéw laboratorium. Nierzadko
stwierdza si¢ obecno$¢ prazkow oligoklonalnych, wigc
$cisly podzial krioglobulin mieszanych na typ II i III jest
problematyczny [24] (Ryc. 4).

Krioglobulinemii nierzadko towarzyszy podwyzszona lep-
kos¢ krwi (powyzej 4 centypuaséw) cho¢ pomiary lepkosci
krwi rzadko s3 przeprowadzane w rutynowych laborato-
riach [25].

Bardzo cennym badaniem diagnostycznym mogacym
potwierdzi¢ wystgpowanie krioglobulinemii jest ozna-
czanie biatek C3 i C4 uktadu dopetniacza. Czasem prze-
prowadza sie takze ocene catkowitej aktywnosci hemoli-
tycznej dopelniacza. W krioglobulinemiach mieszanych
przy prawidlowych stezeniach biatka C3 obserwujemy
bardzo niskie st¢zenia biatka C4 i Clq ukladu dopet-
niacza. Wigze si¢ to z aktywacja kaskady dopelniacza
na kompleksach immunologicznych, szczegdlnie tych,
ktére w swojej strukturze zawieraja immunoglobuling
klasy IgM. Przydatnym badaniem jest takze oznaczenie
czynnika reumatoidalnego. Wysokie miana RF towarzy-
szg tworzeniu komplekséw immunologicznych w krio-
globulinemiach mieszanych.

Z naszych doswiadczen wynika, ze gestos¢ zelu krioglo-
bulinowego oraz jego zachowanie w trakcie ogrzewania
i ozigbiania jest rézne u réznych pacjentow. W jednym
z badanych przez nas przypadkow frakcja immunoglobulin
o wlasnosciach krioglobulinowych po oczyszczeniu utraci-
ta zdolnos¢ do krioprecypitacji.

Opisano takze przypadki probleméw z ponownym roz-
puszczeniem raz wytraconego osadu krioglobulinowego.
Powstaty osad nie rozpuszczal si¢ po ogrzaniu do temp.
37°C. Ulegal natomiast rozpuszczeniu po ogrzaniu do
temp. 56°C [26, 27]. W innym przypadku krioglobuline-
mii monoklonalnej czgsteczki immunoglobuliny precypi-
towaly zaréwno po ozigbieniu probki, jak i ogrzaniu po-
wyzej temp. 56°C, wykazywaly wiec cechy piroglobuliny
[28]. Opisano takze przypadek krioglobulinemii typu I

spowodowanej przez tworzenie kompleksu antygen prze-



ciwcialo (IgG-albumina) w stosunku ilosciowym 1:2 [29].
Biofizyczny mechanizm procesu krioprecypitacji jest praw-
dopodobnie do$¢ zrdznicowany i nie do konca poznany
a temperatura nie jest jedynym czynnikiem krioprecypita-
¢ji. Rozpuszczalnos¢ osadu biatkowego zalezy od struktury
immunoglobuliny, sity jonowej oraz pH roztworu.
Wykrywanie i oznaczanie krioglobulin - zjawiska towa-
rzyszacego niemal zawsze infekcjom wirusowym zéttaczki
typu C, a takze wielu innym zréznicowanym jednostkom
chorobowym (szpiczak mnogi, choroby o podlozu autoim-
munologicznym) oraz majacego czesto powazne znaczenie
kliniczne, jest jedna z niewielu procedur diagnostycznych
ocierajacych sie o czarng magie. Doktrynalnie potraktowa-
na pochodzaca z lat 70. klasyfikacja i reguly postepowania
nie doczekaly sie jak do tej pory rzetelnych opracowan me-
todologicznych.

Krioglobulinemie to caly szereg zjawisk zwigzanych
z precypitacja immunoglobulin monoklonalnych (typ
I) oraz komplekséow immunologicznych (typ II i III).
Sensowno$¢ podziatlu krioglobulinemii mieszanej na
typ II i III musi budzi¢ watpliwosci. Niektérzy bada-
cze uwazaja, ze krioglobulinemia typu III (poliklonal-
ne IgM) powoli ewoluuje do krioglobulinemii typu II.
Z doswiadczen autoréw wynika, ze w niektérych stanach
zapalnych watroby na tle poliklonalnej strefy immuno-
globulin IgG wida¢ kilka prazkéw immunoglobulin kla-
sy IgM. Niektdre z tych prazkéw wykazuja aktywnos¢
enzymatyczng (makroenzymy). Uzyteczno$¢ dodatko-
wego podziatu krioglobulinemii mieszanych jest wiec
dyskusyjna. Autorom nie s3 znane prace optymalizujace
czas inkubacji materialu w celu wykrycia krioglobulin.
Z naszych do$wiadczen wynika, ze krioglobuliny typu I
wytracaja sie¢ bardzo szybko po oziebieniu probki (nie
dluzej niz 1 godz.). W przypadku krioglobulinemii mie-
szanych rekomenduje si¢ siedmiodniowy czas inkubacji.
W pismiennictwie brak jest uzasadnienia tak dlugiego
czasu inkubacji a takze analizy proceséw zachodzacych
w trakcie dlugotrwatego wytracania komplekséw immu-
nologicznych. Zastosowanie jednakowych procedur do
ilosciowego oznaczania krioglobulin typu I i mieszanych
jest zupelnie pozbawione sensu. Krioglobuliny mono-
klonalne typu I majg bardzo zréznicowang postaé i wta-
snosci fizykochemiczne. W przypadku, gdy przyjmuja
posta¢ potptynnego zelu, jego odseparowanie od suro-
wicy jest czesto niemozliwe. Nawet gdy monoklonalna
immunoglobulina krioprecypituje w postaci klaczkowa-
tego osadu, to czasem po jego oczyszczeniu przestaje si¢

on wytracac¢ z roztworu soli fizjologicznej. Watpliwosci
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budzi¢ musi doktrynalne stwierdzenie, ze osad krioglo-
bulinowy musi si¢ rozpusci¢ po powtérnym ogrzaniu,
poniewaz opisano przypadki, kiedy osady krioglobuli-
nowe nie ulegaly ponownemu rozpuszczeniu w temp.
37°C. Nie przeprowadzono szerokich badan dotyczacych
buforéw uzywanych do przemywania osadu.

W przypadku gammapatii monoklonalnych, po stwier-
dzeniu zjawiska krioprecypitacji (ktore zawsze trzeba
umies$ci¢ na wyniku badania) powinno si¢ dokona¢
pomiaréw ilosciowych biatka krioglobulinowego. Ist-
niejg tanie i powszechnie dostgpne elektroforetyczne
metody ilo$ciowej oceny biatka monoklonalnego, cho¢
nalozenie ogrzanej probki na zel moze sprawia¢ trud-
nosci (Ryec. 5).

Z naszych doswiadczen oraz obserwacji innych autorow
wynika takze, ze elektroforeza i immunofiksacja surowicy
nierzadko daja charakterystyczne obrazy krioglobulinowe
(rozmazane rozdzialy, precypitacja biatka w miejscu nato-
zenia, hypergammaglobulinemia poliklonalna, na tle kto-
rej obserwowane s3 pojedyncze lub mnogie prazki klasy
IgM i/albo IgG) [30]. Gdy testowi krioprecypitacyjnemu
poddano proébki surowicy spelniajace wybrane kryteria
elektroforetyczne, niespodziewanie obecno$¢ krioglo-
bulin wykryto u 14 z 52 pacjentéw [17]. Obraz elektro-
foretyczny tego typu oraz obnizone stezenie skladowych
dopetniacza (C4) mocno wspieraja prawdopodobienstwo
wystepowania precypitujacych komplekséw immuno-
logicznych. Zdaniem autoréw, obrazy elektroforetyczne
s cennym narzedziem diagnostycznym w zestawieniu
z okupiong 7 dniowym oczekiwaniem precypitacja $lado-
wych ilosci osadu.

Podsumowujac krioglobulinemia jest zjawiskiem, u pod-
toza ktorego lezy wiele przyczyn. Rézne sa wlasnosci
fizykochemiczne osadéw krioglobulinowych. Objawy
i konsekwencje kliniczne krioprecypitacji tez moga by¢
bardzo zréznicowane i nie koreluja z ilo$cig wykrywa-
nych metodami laboratoryjnymi krioglobulin. Zdaniem
autordw, stosowanie wspolnych metod diagnostycznych
dla wykrywania i ilosciowej oceny krioglobulinemii
mieszanej i typu I jest bezzasadne. Ze wzgledu na he-
terogenno$¢ zjawiska opracowanie wystandaryzowa-
nych procedur nie bedzie tatwe. Natomiast dzigki $cistej
wspolpracy laboratorium diagnostycznego i klinicystow,
mozna skorelowaé objawy kliniczne krioglobulinemii
z wynikami badan elektroforetycznych i wybranych ba-
dan immunochemicznych. Wymaga to jednak wypraco-
wania dobrych regul wspoélpracy i odpowiednich kwali-

fikacji personelu laboratorium.
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Rola oznaczen retikulocytow

w diagnostyce i monitorowaniu

niedokrwistosci

RETICULOCYTES IN DIAGNOSIS AND MONITORING OF ANEMIA

Danuta Haertle

Streszczenie

Niedokrwistos¢ jest chorobg, w przebiegu ktorej na skutek zmniejszonej liczby
krwinek czerwonych oraz obnizenia poziomu hemoglobiny dochodzi do
niedostatecznej podazy tlenu do tkanek. Diagnostyka réznicowa niedokrwistosci
wykorzystuje szereg badan biochemicznych, w rzadkich przypadkach biopsje
szpiku kostnego, jednak podstawowym badaniem jest ocena morfologii krwi
obwodowej. Wlasciwe rozpoznanie przyczyny niedokrwistosci jest podstawa
skutecznodci leczenia. Wéréd parametréw mozliwych do oceny, obok okreslenia
poziomu hemoglobiny, istotne sg informacje o wielkosci krwinek czerwonych oraz
stopniu ich wysycenia hemoglobing. Dzigki nowym technologiom pomiarowym,
jakich dostarczaja wspolczesne analizatory hematologiczne, mozna dodatkowo
uzyska¢ dane, dotyczace parametréw retikulocytarnych, co moze by¢ istotne
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W ocenie przyczyn oraz monitorowania leczenia niedokrwisto$ci.

Stowa kluczowe:
retikulocyty, erytrocyty, niedokrwistosci

Summary

Anemia is a pathological condition in which availability of oxygen to tissues is limited due to restricted synthesis of hemoglobin. Several

laboratory tests are used for differentiation of types of anemia among them CBC what includes hemoglobin level as well as erythrocyte indices

describing their volume and hemoglobin content. New technologies used in hematological analysers can provide additional information regarding

reticulocytes count and their detailed characterization what may be of a great importance for diagnosis of anemia and monitoring its treatment.

Key words: reticulocytes, erythrocytes, anemias

golnie przyjeta definicja niedokrwistosci dotyczy

stanow, przebiegajacych z obnizeniem stezenia

hemoglobiny. Bez wzgledu na etiologie¢ stanowia
one problem populacyjny na calym $wiecie a podstawg ich
rozpoznania i wstepnej klasyfikacji jest ocena morfologii
krwi obwodowej. Wyniki uzyskiwane z analizatoréw he-
matologicznych nie tylko dostarczajg informacji o stezeniu
hemoglobiny i liczbie poszczegdlnych elementéw morfo-
tycznych, w tym réwniez retikulocytéw, ale réwniez podaja
inne parametry, umozliwiajace réznicowanie niedokrwi-
sto$ci w zaleznosci od przyczyn ich powstania. Istotnym
parametrem jest objetos¢ krwinki czerwonej (MCV) oraz
stezenie hemoglobiny w krwince (MCHC). W oparciu
o MCV mozna podzieli¢ niedokrwistosci na makrocytowe
(MCV>1001l) mikrocytowe (MCV<80fl) oraz normocyto-

we (MCV 80-100fl). Obnizenie MCHC wigze sie glownie
z niedokrwisto$cia z niedoboru zelaza, przy jego glebokim
niedoborze objetos¢ krwinek zmniejsza sie i staja sie one
hipochromiczne. Makrocytoza z malg liczbg retikulocytow
wskazuje na niedokrwistos¢ megaloblastyczng, natomiast
niedokrwisto$¢ normocytowa z niska liczbg retikulocytow
moze wynika¢ z zaburzonego metabolizmu zelaza, niewy-
dolnosci nerek z obnizeniem wytwarzania erytropoetyny.
Wspomniane wyzej retikulocyty w coraz wiekszym stopniu
staja si¢ jednym z parametréw pomocnych w diagnostyce
i réznicowaniu niedokrwistosci.

Retikulocyt, proerytrocyt jest niedojrzala postacig krwinki
czerwonej bezposrednio poprzedzajaca dojrzaly erytrocyt.
Jego powstawanie jest zwigzane gtéwnie z uzupelnianiem

fizjologicznie niszczonych krwinek czerwonych oraz wy-
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réwnywaniem skutkéw zdarzen lub choréb, w ktérych
dochodzi do utraty lub zniszczenia erytrocytéw. Wzrost
liczby retikulocytéw jest wyktadnikiem intensywnosci ery-
tropoezy.

Po raz pierwszy retikulocyty opisal Wilhelm Erb w 1865
roku i nazwal je ,formami przejsciowymi”. W 1890 roku
Paul Ehrlich wykonal pierwsze barwienie przyzyciowe reti-
kulocytéw z wykorzystaniem biekitu metylenowego.

W przebiegu prawidlowej erytropoezy retikulocyty sa
pierwszymi komoérkami linii erytroidalnej, uwalnianymi
ze szpiku do krwiobiegu przez szczeliny $ciany zatok szpi-
kowych. Proces dojrzewania w warunkach fizjologicznych
trwa od 2 do 4 dni (Ryc. 1).

Proerytroblast
I' . | :O

Erytroblasty kwasochtonne

Ryc. 1. Przeksztalcenia komorek w procesie erytropoezy

Sa one pierwsza forma ukladu czerwonokrwinkowego
nieposiadajacg jadra komdrkowego. Brak jadra i obecnos¢
kwasu rybonukleinowego jest cecha pozwalajaca odréznic¢
je od innych komdrek krwi lub szpiku kostnego. Retiku-
locyty w swej strukturze wewnetrznej posiadaja siateczko-
wate skupiska, ktdre sg pozostaloscia RNA, rybosomoéw,
mitochondriéw i okreslane wspolng nazwa substancji sia-
teczkowo-wldknistej.

Proces dojrzewania retikulocytéw polega na stopniowym
pozbywaniu si¢ RNA i przebudowie btony komérkowe;j.
Retikulocyty dzielg si¢ na pule szpikowa (60%) i obwodowa
(40%). Pula szpikowa obejmuje komarki o duzej zawartosci
RNA, czyli te najmtodsze, wykazujace ekspresje antygenu
CD71.

Wg klasyfikacji Heilmeyera mozna wyodrebni¢ nastepuja-
ce klasy retikulocytéw:

klasa 0 - jadrzasty (erytroblast kwasochlonny) z substancja

siateczkowo-nitkowatg
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Erytroblast zasadochtonny

Retikulocyt

klasa I - substancja siateczkowo-nitkowata umieszczona
w centralnej czesci komorki

klasa II - luzna siateczka nitek na powierzchni catego reti-
kulocyta

klasa III - delikatna siateczka nitek, umieszczona na obwo-
dzie komorki

klasa IV - pojedyncze ziarnisto$ci lub kroétkie nitki

Liczbe retikulocytéw mozna uzyska¢ w oparciu o klasyczna
metode mikroskopowg lub metodami automatycznymi. Ta
pierwsza oparta jest o barwienie przezyciowe przy uzyciu
barwnikéw zasadowych, takich jak: blekit krezylu, blekit
siarczanu Nilu czy blekit metylenowy (Ryc. 2).

Erytroblast polichromatofilny

Erytrocyt

Metoda ta jest obarczona duzym bledem ze wzgledu za-
rowno na obecno$¢ wtretéw wewnatrzkomdrkowych,
takich jak: cialka Heinza, cialka Howella-Jollyego, na-
krapiania zasadochlonne lub obecnos$¢ patologicznych
hemoglobin, a takze blad uzalezniony od doswiadczenia
osoby oceniajacej preparat.

Pomiar automatyczny na analizatorach hematologicz-
nych nie wymaga wstepnej preparatyki i polega na wy-
korzystaniu cytometrii przeptywowej w oparciu o flu-
orescencje wykorzystujacg fluorochrom (oranz tiazo-
lowy, oksazyna, auramina, polimetyna) lub pomiaru
absorbancji $wiatla z wykorzystaniem blekitu metyle-
nowego. Wykorzystanie blekitu metylenowego wydluza
czas uzyskania wyniku z uwagi na konieczno$¢ inkubacji
z barwnikiem.

Metody automatyczne takze obarczone sg btedem pomia-
ru, ktérego przyczyng moga by¢ fragmenty leukocytow,
erytroblasty lub agregaty ptytkowe.
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Ryc. 2. Retikulocyty wybarwione siarczanem Nilu — powiekszenie mikroskopowe 600x

Wzrost liczby retikulocytow powyzej 100 000/pl (retikulo-

cytoza) fizjologicznie jest typowy dla noworodkéw, a takze

dla 0s6b mieszkajacych w wysokich gdrach. Retikulocyto-

za jest odzwierciedleniem odpowiedzi na leczenie niedo-

boréw (po podawaniu preparatéw zelaza, wit. B12, kwasu

foliowego a takze erytropoetyny). Moze pojawi¢ sie row-

niez po utracie krwi, w wyniku hemolizy, po splenektomii,

w nadkrwistosci. Istotne jest potwierdzenie lub wyklucze-

nie hemolizy w oparciu o szereg testéw diagnostycznych,

w tym m.in. odczynu Coombsa czy badan w kierunku

przeciwcial przeciwkrwinkowych.

Retikulocytopenia, czyli spadek liczby retikulocytéw poni-

zej 20 000/pl jest wynikiem hipoproliferacji uktadu czerwo-

nokrwinkowego lub nieefektywnej hiperplastycznej erytro-

poezy, w ktorej nieprawidiowe krwinki czerwone sg nisz-

czone jeszcze przed opuszczeniem szpiku kostnego, czego

przykladem sg zespoly mielodysplastyczne.

Retikulocytopenia jest typowa dla:

— pierwotnej aplazji szpiku,

— uszkodzenia szpiku przez substancje chemiczne, w tym
chemioterapia,

— niedoboru erytropoetyny spowodowanego niewydol-
noscia nerek,

— niedoboru witaminy B12, kwasu foliowego, zelaza,

— MDS,

— ostrych biataczek.

Analizatory hematologiczne wykorzystujace najnowszej

generacji techniki pomiarowe z wykorzystaniem fluore-

scencyjnej cystometrii przeptywowej pozwalaja na ocene

stopnia dojrzatosci retikulocytéw, oceniang na podstawie

zawarto$ci RNA. Referencyjna metoda barwienia RNA wy-
korzystuje oranz tiazolowy i dzieli retikulocyty na 3 grupy:
— wysoka zawarto$¢ RNA (HFR-high fluorescent ratio),
— $rednia (MFR-medium fluorescent ratio),
— niska zawarto$¢ RNA (LFR- low fluorescent ratio).
RET H wysoka zawarto$¢ RNA, wartosci prawidlowe: 0-10%
RET M $rednia zawarto$¢ RNA, wartosci prawidlowe: 5-20%
RETL niska zawarto$¢ RNA, wartosci prawidlowe: 80-100%
Parametry te moga by¢ wykorzystywane w celu monito-
rowania efektywnosci terapii EPO (oczekiwana reakcja po
10 tygodniach) oraz efektywnosci leczenia niedokrwistosci
niedoborowych - wzrost RET H.
Kolejnym parametrem okreslajacym stopien dojrzatosci
retikulocytow jest MFI%, czyli warto$¢ sredniego kanalu
fluorescencji calej populacji retikulocytéw w prébce. MFI
jest najwczes$niejszym wskaznikiem przywrécenia funkcji
krwiotwdrczych szpiku. Parametr ten jest przydatny przede
wszystkim w celu monitorowania efektywnosci odnowy po
przeszczepieniach szpiku.

Interpretacja kliniczna MFI:

— wysokie Ret i wysokie MFI jest wyrazem odpowiedzi
fizjologicznej wyrazajacej si¢ przyspieszeniem funkcji
krwiotworczych i uwolnieniem mlodszych form retiku-
locytéw w przypadkach hemolizy i nasilonego krwawie-
nia,

— niskie Ret i wysokie MFI jest typowe dla pierwszej fazy
odpowiedzi uktadu krwiotworczego i ma miejsce, np.
po przeszczepie szpiku, a takze jako wynik odtworzenia
funkgcji szpiku po uprzednim, np. toksycznym uszko-

dzeniu komoérek macierzystych,
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— prawidlowe Ret i wysokie MFI pojawia sie jako odpo-
wiedz organizmu na utrate krwi oraz w poczatkowe;j fa-
zie terapii zelazem.

Istotnym parametrem jest takze frakcja retikulocytéw nie-

dojrzalych - IRF a ktéra musi by¢ rozpatrywana w powia-

zaniu z bezwzgledng liczbg retikulocytéw. Niskie Ret oraz
niskie IRF $wiadczy o braku odnowy erytropoezy.

Kolejny parametr to $rednia objetos¢ retikulocyta (MRV)

dostarczajacy informacji o morfologii przyszlej populacji

RBC ibedacy prekursorem w diagnostyce i monitorowaniu

leczenia niedokrwisto$ci z niedoboru zelaza (IDA) oraz wi-

taminy B12 i kwasu foliowego:

— warto$¢ MRV wysoka, przyszla populacja RBC bedzie
makrocytarna,

— warto$¢ MRV normalna, przyszia populacja RBC be-
dzie normocytarna,

— warto$¢ MRV niska, przyszla populacja RBC bedzie mi-
krocytarna.

Waznym parametrem oznaczanym przez analizatory he-

matologiczne jest zawartos¢ hemoglobiny w retikulocytach

RHCc (Reticulocyte Hemoglobin Content calculated). Ze

wzgledu na fakt, ze retikulocyty uwalniane ze szpiku pozo-

stajg w krwiobiegu 2-3 dni zanim przejdg w forme dojrza-
tych erytrocytéw, zawartos¢ hemoglobiny w retikulocytach
odzwierciedla ilo$¢ zelaza dostepnego do syntezy hemo-
globiny w szpiku w czasie rzeczywistym. Parametr ten jest
najsilniejszym predyktorem niedokrwistoéci z niedoboru
zelaza u dzieci, u chorych z nowotworami i przewlektymi
stanami zapalnymi oraz w monitorowaniu leczenia EPO

u oséb dializowanych. Stuzy on gléwnie do wykrywania

funkcjonalnego niedoboru zelaza w trudnych diagnostycz-
nie przypadkach, kiedy ogélnie przyjete parametry labora-
toryjne z powodu wspolistnienia innych choréb nie daja
jednoznacznej odpowiedzi. Do takich typowych stanéw
mozna zaliczy¢ choroby nowotworowe, przewlekte choroby
zapalne i przewlekle choroby nerek. Typowe markery la-
boratoryjne niedoboru zelaza podlegaja zmianom réwniez
pod wplywem innych, nieswoistych czynnikéw, a przede
wszystkim sg modyfikowane przez obecnos$¢ stanéw za-
palnych a takze niedozywienia. I tak na przykfad stezenie
ferrytyny ulega podwyzszeniu a transferryny obnizeniu
w stanach ostrej fazy o réznym nasileniu, zas dodatkowo
transferryna jest traktowana jako marker niedozywienia
i bez wzgledu na stan zasoboéw ustrojowych zelaza w ta-
kich przypadkach jej stezenia sg bardzo niskie (tabela 1).
Zawarto$¢ hemoglobiny w retikulocytach dostarcza infor-
macji niezaleznych i moze pojawic si¢ wczedniej niz zmiany
innych parametréw, w tym hematologicznych.

Badania pierwszego rzutu w diagnostyce i monitorowa-
niu leczenia niedokrwisto$ci opierajg si¢ gtéwnie na oce-
nie podstawowych parametréw morfologicznych krwinek
czerwonych oraz retikulocytozy. Mozliwosci analizatorow
hematologicznych m.in. poprzez oznaczanie parametréw
retikulocytarnych pozwalajg na ograniczanie wykonywania
innych badan, w tym biochemicznych, a takze obcigzajacej
chorego biopsji szpiku kostnego. Zaréwno rozmaz mikro-
skopowy krwi obwodowej, jak i badanie szpiku kostnego
nadal sg badaniami odniesienia, szczegdlnie w sytuacjach,
gdy niedokrwistosci towarzyszg zaburzenia w pozostatych

ukladach krwinkowych.

Tabela 1. Mozliwe zmiany podstawowych markeréw stosowanych w réznicowaniu niedokrwistosci z niedoboru zelaza

i niedokrwisto$ci choréb przewleklych

Niedokrwistos¢ Niedokrwistos¢ Niedokrwistos¢
chorob przewleklych z niedoboru zelaza mieszana
Stezenie zelaza Obnizone Obnizone Obnizone
Obnizone lub
Stezenie transferyny prawidlowe Podwyzszone Obnizone
Wysycenie transferyny Obnizone Obnizone Obnizone
o Prawidlowe lub . Obnizone lub
Stezenie ferrytyny . Obnizone )
podwyzszone prawidlowe
Stezenie rozpuszczalnego receptora _ . Prawidlowe lub
. Prawidlowe Podwyzszone .
transferryny w surowicy podwyzszone
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Cystatyna C — wczesny wskaznik

niewydolnosci nerek

CYSTATIN C - EARLY INDICATOR OF KIDNEY FAILURE

Marzena Iwanowska

Streszczenie

Cystatyna C, inhibitor peptydaz cysteinowych, biatko o niskiej masie czgsteczkowej

oznaczane w surowicy, znajduje dzi§ zastosowanie jako wczesny wskaznik
spadku filtracji klebuszkowej. Oznaczane w moczu daje informacj¢ na temat
sprawnosci kanalikéw nerkowych. Mimo pewnych ograniczen (choroby tarczycy,
przyjmowanie sterydow, zespot metaboliczny, otylos¢) w sytuacjach klinicznych,
w ktérych spodziewane jest wystapienie niewydolnosci nerek (nadcisnienie
tetnicze, cukrzyca), wydaje si¢ by¢ lepszym parametrem niz kreatynina. Najnowsze
rekomendacje KDIGO zawieraja w schemacie rozpoznawania PChN poza
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oznaczaniem kreatyniny, réwniez oznaczanie cystatyny C, jak tez wyliczanie GFR

W oparciu o jej stezenie. Wzorami rekomendowanymi sa wzory CKD-EPL

Stowa kluczowe:
cystatyna C, niewydolnos¢ nerek

Summary

marzena.iwanowska@wum.edu.pl

Cystatin C, cysteine peptidase inhibitor, low molecular weight protein, when assay in serum indicates early decrease in glomerular filtration. When assay in urine

gives information about renal tubules damage. Despite many limitations (thyroid diseases, steroid therapy, metabolic syndrome, obesity), in clinical situations

such as hypertension, diabetes, when loss of kidney filtration is expected, cystatin C seems to be better than creatinine. The latest KDIGO recommendations

for CKD staging include cystatin C measurement and calculation of GFR based on cystatin concentration. CKD-EPI formula is recommended.

Keywords:
cystatin C, renal insufficiency

ystatyna C jest biatkiem wykrytym ponad 50 lat

temu. W 1961 roku Clausen, Macpherson i Co-

sgrove w niezaleznych badaniach wykryli jego
obecnos¢ w plynie mézgowo-rdzeniowym zdrowych oséb
[1, 2]. Nie znalezli go jednak w ich krwi. Kilka lat pdzniej
wykryto biatko, ktére lokalizowalo si¢ w elektroforezie za
prazkiem y w innych ptynach ciala, takich jak slina, nasie-
nie, siara. Nazwano je biatkiem y [3].
W 1979 Grubb i Lofberg z uniwersytetu w Malmé opra-
cowali metod¢ immunodyfuzji radialnej do oznaczania
biatka y w surowicy i potwierdzili jego obecno$¢ w réznych
materiatach w réznych stezeniach. Stwierdzili oni réwniez
wyzsze jego stezenia we krwi pacjentéw dializowanych
w poréwnaniu do zdrowych [4].
Nazwa ,cystatyna” i polaczenie jej z filtracja nerkowa sie-
ga lat 80., kiedy to w roku 1985 zastosowanie cystatyny
w diagnostyce funkcji nerek zaproponowal Grubb wraz ze
wspotpracownikami [5]. Metody automatyczne oznaczania
cystatyny zostaly wprowadzone w 1994 roku, aczkolwiek

wymagaly posiadania okreslonego sprzetu. Obecnie mamy
mozliwosci oznaczania cystatyny C metodami w pelni
zautomatyzowanymi, na rutynowo pracujacych analiza-
torach, dajacymi mozliwo$¢ uzyskania wyniku w krétkim
czasie, bez potrzeby zbierania probek.

Ludzka cystatyna C jest zasadowym bialkiem o niskiej ma-
sie czasteczkowej (13,3 kDa) produkowanym ze stalg pred-
koscig przez wszystkie komorki jadrzaste organizmu pod
postacig pojedynczego tancucha polipeptydowego. Poprzez
odlaczenie reszty 26-aminokwasowego peptydu sygnalo-
wego powstaje czastka 120-aminokwasowego biatka. Ten
inhibitor peptydaz cysteinowych ma réwniez dzialanie
przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwgrzybicze.
Ze wzgledu na niski tadunek i malg mase czasteczkowa
ulega swobodnej filtracji w kiebuszkach nerkowych, a na-
stepnie wchionieciu w obrebie kanalikéw nerkowych, gdzie
poprzez uklad lizosomalny dochodzi do rozlozenia biatka
do aminokwasow, ktore wracaja do krwi i watroby do re-

syntezy biatek. Niezmetabolizowana reszta (okoto 5%) zo-
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stanie wydalona z moczem ostatecznym. Wzrost jej steze-
nia w moczu bedzie §wiadczyl zatem o tubulopatii [6, 7].
Ocena pracy nerek jest istotna w wielu sytuacjach kli-
nicznych. Rutynowo stosowanym parametrem jest steze-
nie kreatyniny w surowicy, jednak parametr ten ma wiele
ograniczen, jak np. fakt, iz stezenie kreatyniny wzrasta we
krwi dopiero przy spadku filtracji klebuszkowej o potowe
lub wigcej. Stezenie kreatyniny zalezy od masy mie$nio-
wej, co za tym idzie od plci, od rodzaju diety. Szacunko-
we wyliczenie filtracji klebuszkowej oparte na stezeniu
kreatyniny uwzglednia wiek i ple¢ pacjenta, jednak war-
tosci liczbowe, ktére moga by¢ raportowane, sa ponizej
60ml/min/1,73m? [8].

Wg najnowszych wytycznych KDIGO opublikowanych
w styczniu 2013 roku, wydolnos¢ nerek zostata podzielona
na 6 stopni w oparciu, miedzy innymi, o warto$¢ filtracji
kiebuszkowej (tabela 1).

prawidtowa funkcja nerek, GFR >90ml/min/1,73m?,
bez proteinurii

CKD1, GFR >90ml/min/1,73m?, z innymi cechami
niewydolnosci nerek

CKD2 (fagodna niewydolnos$¢), GFR 60-89ml/

min/1,73m? z innymi cechami niewydolnosci nerek

CKD3a (fagodna do umiarkowanej niewydolnos¢),
GFR 45-59ml/min/1,73m?

CKD3b (umiarkowana do ciezkiej niewydolnos¢),
GEFR 30-44ml/min/1,73m?

CKD4 (ciezka niewydolnos¢), GFR 15-29ml/
min/1,73m?

CKD5 (skrajna niewydolno$¢), GFR <15ml/

min/1,73m?

Tabela 1. Stopnie wydolnosci nerek

Wg tych wytycznych przewlekla choroba nerek (PChN) de-
finiowana jest jako zmiany strukturalne i/lub funkcjonalne
nerek trwajace >3 miesiecy. Wskazujg na to nieprawidlowe
wyniki biochemicznych i obrazowych markeréw uszko-
dzenia nerek a wartosci eGFR sg ponizej 60ml/min/1,73m?>
Podzial PChN jest oparty na etiologii, wielkosci GFR
i albuminurii, kryteria rozpoznania PChN uwzgledniaja
GFR wyliczony ze wzoru CKD-EPI (2009 r.), wykorzystu-
jacego stezenie kreatyniny, cystatyny lub obu parametréw
[9] (tabela 2).

KDIGO rekomenduje réwniez, aby w celu potwierdze-
nia PChN oznaczy¢ stezenie cystatyny u dorostych bez
objawdéw uszkodzenia nerek w sytuacji, kiedy eGFR wy-

liczony na podstawie kreatyniny znajduje si¢ w przedziale
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Stezenie cystatyny Wzér CKD-EPI
W surowicy
GFR =133 x (cyst/0,8)**
(cyst<0,8 mg/l) | x0,996"ik
x 0,932 dla kobiet
GFR =133 x (cyst/0,8) 1
(cyst>0,8 mg/l) | x 0,996vick
x 0,932 dla kobiet

Tabela 2. Wzory CKD EPI do wyliczenia GFR ze st¢Zenia cysta-
tyny C

45-59ml/min/1,73m* W celu oceny funkcji nerek lepiej
tez wykorzystywa¢ GFR wyliczony ze st¢zenia cystatyny,
niz samo stezenie cystatyny C. Warto zwroci¢ uwage na
wprowadzenie cystatyny C do kanonu rozpoznawania
przewlektej niewydolnosci nerek.

Wiele badan dotyczacych cystatyny koncentruje sie ostatnio
na roli tego bialka jako czynnika prognostycznego w cho-
robach sercowo-naczyniowych. Korelacja stezenia cysta-
tyny C z wydalaniem albuminy z moczem, wskazujacym
na wystapienie angiopatii, wystepowaniem nadci$nienia,
dyslipidemii, udokumentowanej choroby niedokrwiennej
serca, zdaje si¢ potwierdza¢ réwniez takie wykorzystanie
tego bialka [10].

Wysokos$¢ ceny oznaczenia cystatyny C kaze nam spoj-
rze¢ na wady i zalety tego testu laboratoryjnego. Z prze-
prowadzonych do tej pory badan wynika, ze stezenie cy-
statyny C ma wigksza wartos¢ diagnostyczna niz stezenie
kreatyniny w niektérych grupach pacjentow. Stezenie kre-
atyniny w surowicy krwi wzrasta dopiero przy znacznym
spadku filtracji klebuszkowej (ok. 60ml/min/1,73m?),
podczas gdy stezenie cystatyny wzrasta przy nieznacznym
spadku filtracji (ok. 90ml/min/1,73m?). Wedlug wigkszo-
$ci badaczy, stezenie cystatyny nie zalezy od pory dnia
ani stosowanej diety, nie zalezy tez od pici i wieku, cho¢
wg niektérych autoréw wystepuja wyzsze wartosci u oséb
po 60 roku zycia, i wtedy moga pojawi¢ si¢ tez rdznice
w wynikach u kobiet i mezczyzn [11, 12]. Badano réw-
niez wplyw zespolu metabolicznego i otylosci na stezenie
cystatyny C i uzyskano u tych oséb wyzsze stezenia niz
w grupie kontrolnej [13]. Niektorzy autorzy sprawdza-
li wplyw stanu ostrej fazy na wartosci cystatyny we krwi
[14]. Badania wykonane przez Grubba i wsp. wykazuja,
ze u pacjentéow po zabiegach operacyjnych nie uzyskano
podwyzszonych stezen cystatyny [15] i nie ma zalezno-
$ci miedzy CRP a cystatyng C. W publikacjach zwraca sig¢
jednak uwage na duza zmiennos¢ biologiczna cystatyny C

w poréwnaniu do kreatyniny [16].



Wiadomo jest, iz na stezenie cystatyny, tak jak wszystkich
biatek, ma wplyw stan odzywienia pacjenta. Ograniczone
jest wigc jej wykorzystanie u pacjentéw skrajnie niedozy-
wionych. Nadczynno$¢ tarczycy, czy przyjmowanie korty-
kosterydéw w sposéb istotny statystycznie zwigksza steze-
nie tego bialka we krwi. Te grupy pacjentéw nie powinny
by¢ brane pod uwage przy rozwazaniu wykorzystania cy-
statyny [11, 17].

W materiale biologicznym cystatyna C cechuje si¢ dobry-
mi parametrami analitycznymi. Material moze by¢ prze-
chowywany w temperaturze pokojowej nawet do 7 dni. Na
stezenie cystatyny nie ma wptywu czynnik reumatoidalny,
hiperbilirubinemia, hemoliza czy lipemia [18], czynniki
czesto interferujace w wielu testach laboratoryjnych, réw-
niez przy oznaczeniach kreatyniny.

Wprowadzajac cystatyne C na liste badan, warto zwrdcié
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Resweratrol - jego plejotropowe dzialanie
a homeostaza wapniowa organizmu

RESVERATROL ITS PLEIOTROPIC ACTION AND CALCIUM HOMEOSTASIS

Yukasz Szternel
Streszczenie

Resweratrol, okre$lany jako ,,magiczna substancja” wyizolowany zostal w la-
tach 60. ubiegltego stulecia z roéliny o nazwie Polygonum cuspidatum. Pézniej-
sze badania pozwolily zidentyfikowaé bardziej dostepne i powszechne Zrédto
resweratrolu, jakim sa winogrona i produkowane z nich wina. Juz od wiekéw
wino traktowano jak ,,cudowny eliksir” a odkrycie w nim resweratrolu zdawa-
to si¢ jedynie potwierdza¢ jego prozdrowotne wilasciwosci. Antyoksydacyjne
dziatanie resweratrolu od lat stanowi przedmiot zainteresowania biochemikéw,
gdyz jest on jednym z najsilniejszych naturalnych przeciwutleniaczy. Neutrali-
zowanie wolnych rodnikéw tlenowych przeciwdziala uszkodzeniom komorek,
wplywajac przeciwnowotworowo oraz spowalniajaco na procesy starzenia sig.
Badania ostatnich lat odkryly caly szereg korzystnych wlasciwosci resweratrolu,
co pozwolito wykorzysta¢ jego leczniczy charakter. Plejotropowy wplyw reswe-
ratrolu obejmuje dziatania neuroprotekcyjne, przeciwnowotworowe oraz kar-
dioprotekcyjne. Pewne mechanizmy dzialania resweratrolu majg bezposredni
zwigzek z wewnatrzkomorkows sygnalizacja poprzez jony wapnia, czynigc go odpowiedzialnym za prawidltowe funkcjonowanie homeostazy wap-
niowej komoérek.

Adres kontaktowy:

Katedra i Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej
CM w Bydgoszczy, UMK

ul. M. Curie Sklodowskiej 9

85-094 Bydgoszcz

kizdiagn@cm.umbk.pl

Stowa kluczowe:
resweratrol, wino, jony wapnia, choroby neurodegeneracyjne, dzialanie przeciwnowotworowe, kanaly wapniowe

Summary

Resveratrol referred to as the ,,magic substance” has been isolated in the 60’s from the plant called Polygonum cuspidatum. Subsequent studies have
identified grapes and wine as a more accessible and widespread source of resveratrol. For centuries wine was treated as a “miracle potion’, and the
discovery of resveratrol in wine only seemed to confirm its health properties.

Antioxidant nature of resveratrol, considered as one of the strongest natural antioxidant for years was of interest of many biochemists. The other
characteristic features of reseveratrol are neutralization of free radicals that cause damage of cells, anticancer effects limitation of the aging processes.
Recent studies have found a variety of beneficial properties of resveratrol, which allowed its use as therapeutic agent. Pleiotropic effect of resveratrol
include neuroprotective actions, anticancer and cardioprotective properties.

Many of the mechanisms of action of resveratrol are directly related to intracellular calcium signaling, making it responsible for the proper functio-
ning of the cell calcium homeostasis.

Keywords:
resveratrol, wine, calcium ions, neurodegenerative diseases, anticancer actions, calcium channels

obroczynny wplyw wina na bazie winogron znany

byl juz od dawna. Wino traktowane bylo jak esen-

cja zycia, nazywane napojem bogéw. Intensywne
badania sktadu chemicznego wina na przestrzeni wiekow
pozwolity zidentyfikowac wiele zwigzkéw, lecz na szczegdlng
uwage zastuguje grupa zwigzkéw chemicznych zwana poli-
fenolami. Jedna z substancji, bedaca polifenolowa pochodna
stilbenu zwana resweratrolem, zwrdcita szczegdlng uwage
swoimi plejotopowymi oddzialywaniami.
Resweratrol wystepuje w dwu izoformach, cis oraz trans
a najwiekszymi naturalnymi jego zrédlami s3: winorosl
wlasciwa (Vitis vinifera), korzen rdestowca ostrokolczy-
stego (Polygonum cuspidatum) oraz w mniejszym stopniu
orzeszki ziemne, owoce morwy i ananasy [1].
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Zjawisko dotyczace korzystnego wpltywu wina i zawartego
w nim resweratrolu okreslone zostalo mianem ,,Paradoksu
francuskiego” a zwigzane bylo z niezwykle niskim odset-
kiem wystepowania choréb o podlozu sercowo-naczynio-
wym w regionie basenu Morza Srédziemnego, pomimo
spozywania duzych ilosci tluszczéow oraz niewielkiej ak-
tywnosci fizycznej odnotowywanej na tym obszarze. Ob-
szerne badania nad resweratrolem wykazaly caly szereg
korzystnych wlasciwosci tego zwiazku, poczawszy od dzia-
tania antyoksydacyjnego, poprzez dzialanie przeciwzapalne
oraz antyagregacyjne (2, 3].

Odkryto korzystny wplyw resweratrolu na gospodarke weglo-
wodanowa poprzez optymalizacje insulinowrazliwodci oraz
jego ochronny wptyw na komdrki beta wysp trzustkowych.



Resweratrol a choroby sercowo-naczyniowe

Resweratrol wywiera korzystny wplyw na uktad sercowo-
-naczyniowy i choroby z nim zwigzane poprzez dwa me-
chanizmy. Po pierwsze, dziala rozkurczajaco na srédbtonek
naczyn krwiono$nych, wykorzystujac miedzy innymi wia-
$ciwosci aktywujace synteze tlenku azotu (NOS) oraz anty-
agregacyjne, co zapobiega rozwojowi miazdzycy.

HO 4

(l} OH

3
OH

Ryc. Wzér strukturalny resweratrolu

Szacuje sie, ze w Polsce choroby sercowo-naczyniowe stano-
wig okolo 60% wszystkich schorzen. Z tego powodu niezwy-
kle istotne sg dziatania profilaktyczne, zapobiegajace rozwo-
jowi tych czesto $miertelnie konczacych sie choréb. Reswe-
ratrol wywiera bezposredni wplyw na plytki krwi, przeciw-
dziatajac ich adhezji do kolagenu oraz fibrynogenu, hamujac
tym samym rozwdj blaszek miazdzycowych. Dodatkowo,
resweratrol zmniejsza uwalnianie ziarnistosci ptytkowych
oraz hamuje agregacje plytek krwi. Zmniejszenie ryzyka
rozwoju chordéb sercowo-naczyniowych wiaze si¢ réwniez
z zahamowaniem peroksydacji lipidéw przez resweratrol, co
zapobiega wnikaniu zmodyfikowanych matych gestych LDL
(sdLDL) do $ciany naczyn krwiono$nych [1, 3, 4].

Resweratrol a choroby neurodegeneracyjne i nowotworowe
Sugeruje si¢ réwniez mozliwo$¢ wykorzystania resweratro-
lu jako zwigzku prewencyjnego w chorobach neurodegene-
racyjnych oraz jako leku przeciwnowotworowego o dziala-
niu hamujacym rozwdj komoérek nowotworowych [3].
Resweratrol wywiera korzystne dziatanie na uklad nerwowy.
Wrhasciwosci antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne i wynika-
jace z nich dziatania neuroprotekcyjne, przyczyniaja si¢ do
mozliwoséci wykorzystania resweratrolu w prewenciji i terapii
wielu schorzen neurodegeneracyjnych. W przeprowadzonych
badaniach dotyczacych choroby Alzheimera wykazano, iz re-
sweratrol ogranicza odkladanie ztogéw B-amyloidu wzdluz
naczyn moézgowych oraz stymuluje rozpad B-amyloidu, przy-
czyniajac sie do spowolnienia rozwoju tego schorzenia [4].
Warto szerzej wspomnie¢ o wlasciwosciach przeciwnowo-
tworowych resweratrolu. Juz w 1997 zauwazono, Ze jego sto-
sowanie moze hamowa¢ rozwdj nowotwordw, jak réwniez

przyczynia¢ si¢ do wzmocnienia stosowanej chemioterapii.

Clinical Chemistry Line

Wrhasciwosci przeciwnowotworowe resweratrolu objawiaja si¢
przede wszystkim poprzez usuwanie wolnych rodnikéw tle-
nowych, co daje efekt przeciwmutagenny. W wyniku dziata-
nia resweratrolu zmniejszeniu ulega aktywno$¢ cytochroméw
P-450. Badania in vitro, w niektérych nowotworowych liniach
komorkowych wykazaly, ze resweratrol posiada wlasciwosci
wyciszajace, migedzy innymi poprzez inhibicje polimerazy
DNA oraz reduktazy rybonukleotydowej. Resweratrol dziata
hamujaco na cykl komoérkowy, w szczegdlnosci w fazie G1/S,
doprowadzajac do zatrzymania proliferacji komorek nowo-
tworowych oraz aktywowania ich apoptozy [4, 5].

Resweratrol i jego wlasciwosci antyoksydacyjne
Szczegdlna cecha charakterystyczna resweratrolu i wzbudza-
jaca duze zainteresowanie biochemikéw, zwigzana jest z wia-
$ciwosciami antyoksydacyjnymi. Stres oksydacyjny bedacy
czynnikiem sprzyjajacym, miedzy innymi rozwojowi miaz-
dzycy, choroby Alzheimera czy Parkinsona jest niepozadanym
i niezwykle niebezpiecznym zjawiskiem. Resweratrol wyka-
zuje dzialania ochronne poprzez aktywacje systemdéw anty-
oksydacyjnych, doprowadzajac do zmniejszenia ilosci wol-
nych rodnikéw tlenowych — ROS (Reactive oxygen species),
stanowigcych przyczyne stresu oksydacyjnego. Mechanizm
dzialania resweratrolu opiera si¢ prawdopodobnie na induk-
cji czynnikéw SIRT-1 (protein deacetylase sirtuin 1) oraz Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor), ktére odgrywaja
szczegolna role w aktywacji enzymoéw antyoksydacyjnych [3].
Udowodniono réwniez, ze stosowanie resweratrolu przyczy-
niac si¢ moze do obnizenia stezenia markerdw stanu zapalne-
go. Zaobserwowano spadek stezenia fibrynogenu, zmniejsze-
nie stezenia IL-1 (interleukiny -1), IL-6, IL-8 oraz TNF-a (tu-
mor necrosis factor-«, czynnik martwicy nowotworu-alfa), jak
réwniez obnizenie stezenie biatka ostrej fazy - CRP we krwi.

Resweratrol i jego wplyw na metabolizm weglowodanow
i tkanki tluszczowej

Funkcja ochronna przed cytokinami prozapalnymi oraz sty-
mulowanie enzymoéw antyoksydacyjnych przyczynia si¢ do
protekcyjnego wplywu na komorki beta trzustki, co popra-
wia funkcjonowanie gospodarki weglowodanowej. Reswera-
trol zmniejsza stezenie glukozy poprzez wplyw na transpor-
ter glukozy - GLUT 4 (glucose transporter type 4), jednocze-
$nie optymalizujgc insulinowrazliwo$¢ komorek [1, 3, 4, 5].
Powigzano réwniez wlasciwosci resweratrolu z mozliwoscia
zmniejszenia masy tkanki thuszczowej w organizmie. Mecha-
nizmy odpowiedzialne za to zjawisko zwigzane sg ze zwiek-
szeniem fosforylacji oksydacyjnej oraz zwigkszeniem aktyw-
nosci kinazy biatkowej. Dodatkowo aktywowana jest SIRT-1,
czego konsekwencja jest wzrost syntezy insuliny oraz nasile-
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nie lipolizy [6].
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Mnogo$¢ badan nad wielokierunkowym dziataniem reswera-
trolu pozwolita zauwazy¢ korzystne jego wlasciwosci w terapii
przeciwwirusowej. Istniejg badania sugerujace hamujacy wplyw
resweratrolu na replikacje niektorych wiruséw, takich jak: wirus
opryszczki, wirus Epstein-Barr, cytomegalii oraz wirus HIV.
Sugeruje si¢ rowniez korzystny wptyw resweratrolu w lecze-
niu niealkoholowego sttuszczenia watroby oraz w zapobiega-
niu osteoporozie poprzez stymulacje osteogenezy [6].

Mechanizm dzialania resweratrolu a homeostaza wapnia
Mechanizmy oddzialywania resweratrolu w wielu jednost-
kach chorobowych powigzane s3 z wewnatrzkomodrkowa sy-
gnalizacjg za posrednictwem wapnia. Ludzki organizm zawie-
ra okolo 1 kg wapnia, z czego az 99% znajduje sie w tkance
kostnej pod postacig hydroksyapatytu kostnego, a jedynie 1%
stanowi, wymienng z plynem pozakomoérkowym, pule wap-
nia. Wynika z tego, Ze jony wapnia s3 rozmieszczone w orga-
nizmie ludzkim bardzo nieréwnomiernie a zmiany w jego we-
wnatrzkomdrkowym stezeniu wigzg si¢ z istotng odpowiedzia
metaboliczng [7].

Resweratrol odgrywa wazna role w regulacji homeostazy wap-
niowej w komoérce. Oddziatuje on, poprzez struktury biatkowe
zlokalizowane w blonach komérkowych retikulum endopla-
zmatycznego, mitochondrium, jak réwniez poprzez biatka zlo-
kalizowane w $cianach komorkowych. Struktury biatkowe two-
rzg systemy pomp/kanaléw wapniowych, regulujacych stezenie
jonéw wapnia w poszczegdlnych kompartmentach komorki.
Homeostaza wapniowa komorek regulowana jest przez we-
wnatrzkomdrkowe kanaty wapniowe (ICC - Intracellular Cal-
cium Channels), kanaty wapniowe aktywowane uwalnianiem
wapnia (CRACs - Calcium-Release Acivated Channels) oraz
kanaly wapniowe sterowane potencjalem (VGCCs - Voltage-
-Gated Calcium Channels). Wiele lekéw stosowanych w cho-
robach sercowo-naczyniowych oddziatuje, poprzez wplyw na
kanaty wapniowe i uaktywnienie si¢ wtérnego przekaznika sy-
gnatu komorkowego, jakimi sg jony Ca**. Biorg one udziat w re-
gulacji wielu podstawowych funkcji, miedzy innymi: w skurczu
miesni, przekaznictwie synaptycznym oraz hemostazie. Jony
wapnia aktywuja kinaze biatkowa C (PKC) i wplywaja na fosfo-
rylacje wielu bialek (w tym enzyméw), jak réwniez uczestnicza
w cyklu komorkowym, ekspresji gendéw oraz apoptozie komo-
rek. Regulacja gospodarki wapniowej odbywa si¢ przy wspot-
udziale trzech mechanizméw;, w ktérych uczestnicza: parathor-
mon (PTH), kalcytonina (CT) oraz aktywna forma witaminy D
-1,25(OH),D, [2,7].

Wewnatrzkomoérkowe kanaly wapniowe zaangazowane sg
w procesy proliferacyjne, apoptotyczne, w ekspresje genow
oraz komunikacje wewnatrzkomoérkowa. Poprzez wpltyw re-
sweratrolu na kanaly ICC upatruje si¢ korzysci zwigzanych
z leczeniem schorzen o podlozu neurodegeneracyjnym.
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Kanaly zalezne od potencjalu blonowego, w szczegélnosci
typu L, oddzialujg z resweratrolem gtéwnie poprzez ttumie-
nie naplywu jonéw wapnia do komoérki a posrednio, obni-
zajac wyplyw jonow potasowych z komdrki (przez kanaly
potasowe aktywowane wapniem K ), przyczyniajac si¢ tym
do rozkurczu naczyn.

Stezenie wapnia w komorce regulowane jest rowniez poprzez
pompe wapniowsa, usuwajacg nadmiar jonéw Ca®* z cytozolu
lub ich przemieszczanie do retikulum endoplazmatycznego,
dzieki mechanizmowi SERCA (Sarco/Endoplasmic Reti-
culum Calcium ATP-ase). Nie ma oczywistych dowodéw
na bezposredni wplyw resweratrolu na pompe¢ wapniowa
SERCA, jednakze zauwazono, Ze moze on oddzialywa¢ po-
srednio poprzez aktywacje biatka SIRT-1 (sirtuin-1). Sirtuina
odpowiada za wiele waznych proceséw dotyczacych funk-
cjonowania organizmu. Zaburzenia w jej syntezie zwigzane
s3 z rozwojem choréb neurodegeneracyjnych, sercowo-na-
czyniowych oraz nowotworéw. Resweratrol doprowadza do
13-krotnego zwiekszenia aktywnosci sirtuiny, chronigc ko-
morki przed apoptoza, co moze by¢ wykorzystane w przy-
szto$ci do spowalniania procesow starzenia sie [2, 8].

Udzial resweratrolu w procesie apoptozy komérek nowo-
tworowych odbywa si¢ za posrednictwem zaleznej od kal-
painy ATP-azy wapniowej oraz mitochondrium. Kalpaina
nalezy do cytozolowych proteaz serynowych, ktorych ak-
tywno$¢ enzymatyczna zalezna jest od jonéw wapniowych.
Uwaza sig, ze resweratrol ulatwia apoptoze komoérek nowo-
tworowych w mechanizmie regulowanym przez ATP-aze
wapniowa, natomiast dzialajac na mitochondrium, zwiek-
sza on przepuszczalnos$¢ blony mitochondrialnej, co przy-
czynia si¢ do wzmocnienia terapii przeciwnowotworowej
i ulatwienia niszczenia komérek nowotworowych.

W sytuacji zaburzenia homeostazy komorkowej w zakresie
jonow wapnia, resweratrol przyczynia si¢ do przywrdcenia
stanu rownowagi i wlasciwej sygnalizacji wewnatrzkomor-
kowej. Wplywa on na aktywnos$¢ enzymatyczng oraz mito-
chondrialng, jak réwniez na potencjal blonowy i apoptoze
komorkowa. Istnieje caly szereg mozliwosci oddziatywania
resweratrolu na tzw. komdrki pobudliwe (komoérki miesnio-
we, kardiomiocyty, komdrki nerwowe) za posrednictwem
mechanizmdéw kontrolujacych stezenie jondéw wapnia, ich
naplyw do cytozolu lub aktywne wypompowywanie jego
nadmiaru do cytoplazmy, jak réwniez poprzez uzupelnia-
nie wewnatrzkomoérkowych repozytoréw wapniowych (re-
tikulum endoplazmatyczne, mitochondria) [2].
Plejotropowy wplyw resweratrolu na komoérki pobudli-
we, nowotworowe, komorki ukladu odpornosciowego czy
tez komorki nabtonka barwnikowego siatkdwki jest silnie
uzalezniony od komérkowych mechanizméw sygnalizacyj-
nych zwigzanych z jonami wapnia.



Konsekwencjg zaburzen homeostazy wapniowej w miocytach
s3, miedzy innymi, przedwczesne skurcze przedsionkéw czy
arytmia serca. Resweratrol przywracajac réwnowage wapnio-
wa, fagodzi schorzenia wynikajace z zaburzen w funkcjono-
waniu komorek migsniowych. W mie$niach gladkich przy-
czynia si¢ do wazodylatacji, doprowadzajac do poszerzenia
$wiatla naczyn krwionosnych. Mechanizm rozkurczowy zwia-
zany z mobilizacja jonéw wapnia w komorkach srédbtonka,
posrednio stymuluje synteze tlenku azotu, bedacego silnym
czynnikiem rozluzniajgcym mig$nidwke gladka naczyn
krwionosnych. Wazodylatacyjny efekt dziatania resweratrolu
stanowi¢ moze kolejne narzedzie do walki z nadci$nieniem
tetniczym, miazdzycg czy restenoza po angioplastyce (2,9, 10].
Choroby o podlozu neurodegeneracyjnym stanowia ogrom-
ny problem, w szczegdlnosci w obliczu starzejacego sie spo-
teczenstwa. W zwigzku z silnym wplywem resweratrolu na
przewodnictwo nerwowe oraz protekcyjnym jego oddziaty-
waniem na komorki neuronalne, wigze si¢ z nim duze na-
dzieje w walce z chorobg Alzheimera, Parkinsona czy tez
zaburzeniami zwigzanymi z dostarczeniem tlenu lub gluko-
zy do neuronéw. Leczenie zaburzen przewodnictwa nerwo-
wego wigze sie z opdznieniem oraz przedtuzeniem naptywu
jonéw wapnia do komérki. Ochrona przed udarem niedo-
krwiennym zwigzana jest z posrednim wplywem reswera-
trolu poprzez zalezne od wapnia kanaty potasowe (K_).
Jednym z potencjalnych mechanizméw walki z komoérka-
mi nowotworowymi jest modulujacy wplyw resweratrolu
na kanaly wapniowe, co przyczynia sie¢ do naptywu jonow
wapnia do komorek nowotworowych, prowadza do ich
$mierci na skutek zaburzen w funkcjonowaniu mitochon-
drium komoérkowego. Dodatkowo sugeruje si¢ uzyteczno$é
resweratrolu w leczeniu, w szczegdélnosci poczatkowych
stadiow nowotwordw ztosliwych [2, 11].
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Odkryte zostaly rowniez wlasciwosci pro oraz przeciwzapal-
ne resweratrolu. W zaleznosci od jego dawki, niskie steze-
nie resweratrolu stymuluje uklad immunologiczny, wysokie
natomiast dzialajg hamujaco na komorki zwigzane z tym
ukladem. Mechanizm dzialania na uklad immunologiczny
zwigzany jest z jednej strony z hamujagcym wplywem na pro-
teasom komodrkowy, z drugiej strony resweratrol modyfikuje
stezenie jondw wapnia w cytozolu poprzez blokowanie ka-
naléw wejsciowych dla jonéw wapniowych, réwnoczesnie
zwigkszajac stezenie wapnia w rezerwuarach komorkowych.
Resweratrol dziata hamujgco na komdrki tuczne poprzez zaha-
mowanie naplywu jonéw wapnia do komorki, doprowadzajac
do obnizenia zjawiska degranulacji. Dodatkowo obniza odpo-
wiedz zapalng, w szczegdlnosci w chorobach o podlozu auto-
immunizacyjnym, poprzez nasilenie apoptozy komoérek T [2].
Forma trans-resweratrolu absorbuje szkodliwe dzialanie
promieniowania UV, zmieniajagc swojg konfiguracje do
postaci cis-resweratrolu. Dzieki protekcyjnemu wplywowi
resweratrolu zmniejsza si¢ nasilenie proceséw oksydacyj-
nych, ktére przyczyniaja sie do uszkodzenia zo6ltej plamki
oka, przeciwdzialajac w ten sposdb zaburzeniom widzenia.
Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze dlugotrwata suplemen-
tacja resweratrolem wywiera dzialanie ochronne na ko-
morki nabtonka barwnikowego siatkéwki oka (RPE).
Badania ostatnich lat dotyczace wielokierunkowego me-
chanizmu dzialania resweratrolu ukazujg szerokie moz-
liwosci wykorzystania tego zwigzku w walce z chorobami
neurodegeneracyjnymi (choroba Alzheimera, Parkinsona,
stwardnienie zanikowe boczne), autoimmunizacyjnymi,
sercowo-naczyniowymi oraz nowotworowymi [2].
Parafrazujac tacinska sentencje w kontekscie powyzszych
dowodéw naukowych, chcialoby sie rzec, ,,in vino veritas,
in vino sanitas” [1].
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Szczepionka przeciw grypie (wg CDC)

Centre of Disease Control (Centrum Zwalczania i Zapobiega-
nia Chorobom Atlanta) podaje, ze tylko mniej niz w polowie
Amerykandw, ktorzy zachorowali na grype jesienia 2014 stwi-
erdzono obecno$¢ wirusow;, przeciwko ktérym jest skierowa-
na obecnie stosowana szczepionka. Jest to dowodem duzego
tempa mutacji wirusa HN,,
efektywnosci szczepien i bylo obserwowane juz uprzednio, np.

co przyczynia si¢ do obnizenia

w latach 2007/2008. Tym niemniej CDC z duzym naciskiem za-
leca szczepienia, ktore moga ztagodzi¢ objawy infekcji. Nalezy
réwniez bra¢ pod uwage fakt, ze w trakcie sezonu zachorowan
na grype moga rozpowszechnic si¢ inne typy wiruséw, w sto-
sunku do ktdérych obecna szczepionka jest bardziej efektywna.

Medexpress, 4 grudzien 2014
Ebola - goracy temat 2014

Choroba spowodowana zakazeniem wirusem Ebola w wioskach
w Afryce Centralnej zostata opisana w roku 1976 i nosita na-
zwe goraczki krwotocznej. Wirus na czlowieka jest przenoszo-
ny przez dzikie zwierzeta, a nastepnie rozszerza si¢ w populacji
ludzkiej poprzez kontakt z krwig, wydzielinami i wydalinami.
Ostatnia seria zachorowan, ktéra rozpoczela si¢ w marcu 2014 r.
objeta gléwnie takie kraje Zachodniej Afryki, jak Guinea, Sierra
Leone i Liberia. Miata miejsce zaréwno na terenach wiejskich,
jak i w miastach, i odznaczata si¢ bardzo wysoka $miertelnoscia.
Ze wzgledu na objawy podobne do innych chordb zakaznych
(malaria, zapalenie opon mézgowych) wystepujacych w Afryce,
ostateczne rozpoznanie bez swoistych badan laboratoryjnych
jest niemozliwe. Nadal nie jest dostgpna szczepionka a leczenie
pomimo pewnych préb wprowadzenia odpowiednich prepara-
tow jest gtéwnie objawowe i polega na nawodnieniu i zapewnie-
niu réwnowagi elektrolitowe;.

Z danych WHO na dzien 20 stycznia 2015 r. wynika, ze w czasie
biezacej epidemii zachorowato ponad 21 000 0séb, z czego po-
nad 8 600 zmarlo. Pojedyncze przypadki stwierdzono réwniez
w Hiszpanii, USA, UK. Liczba zachorowan wykazuje tenden-
cje spadkowe i pomimo znacznej poprawy sytuacji i sposobu
postepowania z chorymi, prof. Peter Piot — jeden z odkrywcéw
wirusa, po wizycie w Sierra Leone stwierdzit, ze na walke z cho-
robg trzeba by¢ przygotowanym przez caly kolejny 2015 rok.

WHO report
WHO
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Bialka frakcji HDL

Stezenie cholesterolu frakcji HDL jest jednym z rutynowych
parametréw, wchodzacych w sktad profilu lipidowego. Cho-
lesterol jednak jest tylko jednym ze skladnikéw tej frakeji li-
poprotein i stanowi okolo 20% jej sktadu, podczas gdy 50%
to bialka, ktérych oznaczanie ze wzgledéw metodycznych
nie jest powszechnie stosowane. Naukowcy z Uniwersytetu
Medycznego w Wiedniu okredlili stezenia dwdch bialek,
zwigzanych z HDL, a mianowicie SAA (serum amyloid A)
oraz SP-B (surfactant protein B), wykazujac ich korelacje
z liczbg incydentéw sercowych oraz ogoélng umieralnoscig.
Autorzy sugeruja, ze wprowadzenie tych oznaczen moze
w istotny sposdb zmieni¢ dotychczasowq interpretacje
warto$ci diagnostycznej cholesterolu HDL. Dotyczy to
gléwnie 0séb z przewleklymi chorobami, jak cukrzyca czy
schytkowa niewydolnos¢ nerek, u ktérych znaczenie chole-
sterolu HDL jako czynnika prognostycznego choréb ukladu
sercowo-naczyniowego jest kwestionowane.

LabMedica, 10 grudzien 2014

Aktualizacja kryteriow rozpoznania szpiczaka plazmocy-
towego

Miedzynarodowa Grupa Robocza ds. Szpiczaka Mnogiego
(International Myeloma Working Group) w listopadzie
2014 r. zaktualizowala kryteria rozpoznania najczestszej
gammapatii monoklonalnej, jaka jest szpiczak plazmo-
cytowy. W duzej mierze bylo to spowodowane nowymi
mozliwo$ciami terapeutycznymi, ktérych wprowadzenie we
wczesnym okresie choroby zwieksza szanse na ograniczenie
postepu zmian narzagdowych. Zmienione zalecenia kladg na-
cisk na wykrywanie wczesnych markeréw i okreslaja:
= 60% lub wiecej komoérek plazmatycznych w aspiracie
szpiku kostnego
» Stosunek wolnych lekkich faiicuchéw (FLC free light
chain) kappa/lambda réwny 100 lub wiekszy
» Wiegcej niz jednoogniskowa zmiana w rezonansie
magnetycznym
Aczkolwiek oznaczenia FLC sg dostepne na szeregu analiza-
torach biochemicznych, to jednak ich wprowadzenie i inter-
pretacja wynikow bedzie stanowi¢ wyzwanie dla laboratorium.

www.thelancet.com/oncology November 2014
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Wprowadzajac tg rubryke, liczymy na glosy i uwagi uzytkownikéw

Ocena efektywnosci pracy medycznego

laboratorium diagnostycznego

Zbigniew Lagodzinski, Dagna Bobilewicz

Medyczne Laboratorium Diagnostyczne (MLD) jest
jednostka ustugows, ktérej produktem jest zaak-
ceptowany przez osob¢ uprawniong wynik badania.
W MLD o czgsciowej automatyzacji, produkcje wyniku
diagnostycznego mozemy podzieli¢ na kilka podstawo-
wych ETAPOW.

A. ETAP 1.: Przygotowanie do Analizy. Od momentu
przyjecia materialu do MLD do chwili przekazania
go do Obszaru Roboczego.

B. ETAP 2.: Obszar Roboczy. Od momentu dostarcze-
nia materiatu do miejsca pracy analizatora do chwili
akceptacji wyniku.

C.

ETAP 3.: Poanalityczny. Od momentu autoryzacji
wyniku do chwili przestania go do zleceniodawcy
i dalej do utylizacji, badz archiwizacji materiatu.

Doktadny pomiar i analiza poszczeglnych ETAPOW po-

zwala na oszacowanie efektywnosci pracy MLD, a w szcze-

golnosci:

v
v

v
v

okreslenie liczby niezbednego personelu

ocene organizacji pracy oraz zalecenia, dotyczace
ewentualnych zmian

zredukowanie liczby btedow

poprawa wyniku ekonomicznego (obnizenie kosz-
tow)

Ryc.1 POMIARY Z WYKORZYSTANIEM LEC

HH STAT (ouummmnd Procedura analityczna dla STAT \
HHHHH 0—' Procedura analityczna dla TAT '/

Przyjecie do Przyjecie
MLD w Obszar
Roboczy

PRZYGOTOWANIE DO ANALIZY OBSZAR ROBOCZY PO ANALIZIE

Autoryzacja

PO ANALIZIE

Odprawa
Zakoniczenie wynikow

procedury Archiwizacja
analitycznej / Utylizacja

@ > @
>

LEC
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Dokonanie audytu MLD w zakresie efektywnosci produkcji
wyniku umozliwia program o nazwie LEC (Laboratory Effi-
ciency Calculator - Kalkulator Efektywnosci Laboratorium),
dzieki ktéremu dokonywane sa pomiary dotyczace poszcze-
gélnych ETAPOW (Ryc. 1). LEC zbiera i przetwarza dane
w sposob automatyczny. Wyniki uzyskiwane s3 w oparciu
o metody statystyczne.

Praca LEC opiera si¢ na pomiarach dotyczacych materialu
analitycznego: liczbie prébek i szybkosci ich przeptywu
(Ryc. 2).

Pomiary moga by¢ dokonywane przez cala dobe, aczkol-
wiek dla wlasciwej organizacji pracy i zapewnienia odpo-
wiedniej wydajnosci produkcji, wystarczy zebranie danych
w godzinach najwigkszego nasilenia naptywu materiatu
(Ryc. 3). Wlagnie w tym okresie, ze wzgledu na duze na-
tezenie pracy, moze wystepowaé brak plynnosci, czego
konsekwencja sg opdznienia i wzrost prawdopodobienstwa
popelnienia bledow.

ETAP 1. Dokonywany jest pomiar dotyczacy liczby pro-
bek materiatu. Na podstawie tych danych wyliczana jest
plynnos¢ obiegu probek, co pozwala na analize efektyw-
nosci pracy (skuteczno$¢ wykonania poszczegélnych
czynnosci).
Opracowanie ma na celu:

v/ optymalizacje organizacji pracy

v dopasowanie struktury zatrudnienia do stanowisk

v celowo$¢ wprowadzenia automatyzacji (sorter)

ETAP 2. Przeptyw materialu przez Obszary Robocze

v/ czynnosci przygotowawcze

v analize wlasciwg (praca analizatora)
Praktyczna wydajno$¢ analizatora to $rednia liczba oznaczen
wykonana w ciggu godziny. Okre$lony czas pobytu probki
w Obszarze Roboczym jest ustalany indywidualnie. Wylicze-
nia okreslaja najnizsza wydajnos¢ niezbedna do wykonania
analiz w wyznaczonym czasie. Czestokro¢ wydajnos¢ anali-
zatorow jest zbyt duza w poréwnaniu do realnych potrzeb, co
podnosi koszty ogélne (Ryc. 3). Rzadziej spotyka si¢ analiza-
tory o zbyt matej wydajnosci i w tym przypadku obliczany
jest czas opoznienia oraz liczba préb, ktore beda analizowany
po zaplanowanym czasie.

ETAP 3. Obliczenia dotyczace tego etapu dokonywane sg
analogicznie jak w Etapie 1.

Wynik ekonomiczny MLD uzalezniony jest od wlasciwej or-
ganizacji procesu produkeji wyniku. Sklada si¢ na to organi-
zacja pracy poszczegdlnych stanowisk roboczych, wiasciwa
liczba wyszkolonego personelu oraz dopasowanie wydajnosci
analizatoréw do liczby wykonywanych badan. Plynny obieg
materiatu, a takze informacje dotyczace wyniku, pozwalaja
na wyeliminowanie tzw. ,waskich gardel’, co przeklada si¢
na zminimalizowanie liczby bledéw. Na dokonanie komplek-
sowej analizy z wykorzystaniem LEC potrzeba zaledwie kil-
ku dni. Ocena poszczegdlnych ETAPOW i ich wzajemnych
powiazan umozliwia wprowadzenie zmian, ktére wplyng na

poprawe jakosci pracy MLD.

Ryc. 2 DOBOWY NAPLYW PROBEK DO MLD
2. CZASU PRZEPLYWU PROBEK W OSTATNIEJ GODZINIE SZCZYTU.

0:00 1:00 2:00 3:00 4:00 500 6:00 7:00 8:00 9:0) 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00 23:00

GODZINY SZCZYTU - OBSZAR SZCZEGOLNEGO ZAINTERESOWANIA

Ryc. 3 WYDAINOSC ANALIZATOROW ZBYT DUZA

=3 Liczba probéwek do obrobki

——Wydajnosé max. w zaplanowanym czasie

b WYDAJINOSC NIEUZASADNIONA EKONOMICZNIE

WYDAINOSC W ZAPLANOWANYM CZASIE

GODZINY

DLA KLIENTOW FIRMY HORIBA KONSULTACJE DOTYCZACE PROGRAMU LEC SA BEZPLATNE

adres do korespondencji:

zbigniew.lagodzinski@horiba.com
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Poréwnanie elektroforezy na zelu agarozowym w systemie

Sebia HYDRASYS z elektroforezg kapilarna prowadzona

w nowym systemie Sebia CAPILLARYS 2 do analizy bialka surowicy

Genevieve Hennache

naliza bialek surowicy wykorzystujagca konwen-

cjonalng elektroforeze na octanie celulozy lub ze-

lach agarozowych stanowila istotne zadanie labo-
ratoriéw chemii klinicznej przez wiele lat. Elektroforeza ka-
pilarna w ostatniej dekadzie stosowana byla w dziedzinach
badawczych, gdzie wykorzystywano ja do separacji ré6znych
substancji. Obecnie elektroforeza kapilarna zostata przyjeta
jako rutynowa technika oznaczen analitycznych w diagno-
styce klinicznej. Zaletami tego systemu s3: petna automa-
tyzacja, szybka analiza oraz brak konieczno$ci barwienia.
Dostepne na rynku zele agarozowe HYDRAGEL® zo-
staly przygotowane do wykorzystania w poétautomatycz-
nym systemie do elektroforezy Sebia HYDRASYS. Zestaw
CAPILLARYS PROTEIN 6 jest zaprojektowany do roz-
dzielania bialek ludzkiej surowicy w alkalicznym roztwo-
rze buforowym (pH 10) za pomoca systemu elektroforezy
kapilarnej Sebia, CAPILLARYS. Analizator ten wykonuje
wszystkie sekwencje automatycznie w celu otrzymania pro-
filu bialkowego dla analizy jakosciowej lub ilosciowe;.
Wykorzystujac dwie techniki, elektroforezie poddano dwie

surowice: normalng i patologiczna.

Zostaly przeprowadzone badania odtwarzalnosci i czutosci.
Zostaly okreslone wartosci prawidtowe dla zestawu CAPIL-
LARYS PROTEIN 6 oraz zostaly przeprowadzone badania
dotyczace korelacji przy uzyciu zelu HYDRAGEL. Obie
techniki daja podobne wyniki. Dolna granica wykrywania
dla testu CAPILLARYS PROTEIN 6 zostata okreslona po-
przez oznaczenie monoklonalnego sktadnika seryjnie roz-
cienczanego w prawidlowej surowicy. Najnizsze wykryte
stezenie wynosito 20 mg/dl.

Tysigc probek zawierajacych przynajmniej jeden sklad-
nik monoklonalny zostalo réwnolegle poddanych anali-
zie przy wykorzystaniu zestawu HYDRAGEL 15/30 81-32
i CAPILLARYS PROTEIN 6. Analizie zostaty poddane préb-
ki z: bisalbuminemia, podwojna alfa-1 antytrypsyna, probki
zhemolizowane, z interferencja bilirubiny, prébki hiperlipe-
miczne, immunoglobuliny polimerowe, krioglobulinemia,
hiper oraz hipogammaglobulinemia, bialka oligoklonalne
oraz biklonalne, jak réwniez skfadniki monoklonalne w ob-

szarach gamma i beta.

ZASADA ROZDZIALU

Detekcja
Katoda -

Wprowadzenie probki
Anoda +

® Dodatnie tadunki
roztworu buforowego

Ujemne tadunki
$ciany kapilary

Przeptyw elektroosmotyczny
Electro-Osmotic Flow (EOF) jest
silniejszy niz Pole Elektryczne.
W rezultacje wszystkie biatka sq
przenoszone w kierunku
katodowego konca kapilary
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WARTOSCI PRAWIDLOWE
Nazwy frakeji Wartosci (Capillarys)
Albumina 55,9 -65,8%
Alfa-1 3,6 — 6,0%
Alfa-2 58 - 9,9%
Beta-1 56 - 81%
Beta-2 3,0 - 6,4%
Gamma 10,9 -18,8%

Identyfikacja frakgji
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Alfa-1 antytrypsyna
Haptoglobina Transferyna
Alfa-2 makroglobulina Hemopeksyna
Frakcje Wspotczynnik korelacji W obrebie serii Pomiedzy seriami
CV (%) CV (%)

Albumina 0,970 1,2 1,1
Alfa-1 0,948 4,2 58
Alfa-2 0,928 1,1 3,0
Beta-1 0,736 3,8 3,6
Beta-2 0,977 3,0 3,6
Gamma 0,972 2,0 2,2

DOKLADNOSC - BADANIA POROWNAWCZE

Do gltéwnych zalet nowej metody CAPILLARYS PROTEIN 6 nalezy zaliczy¢: catkowitg automatyzacje analizy od pobrania
materialu biologicznego z probéwki pierwotnej az do otrzymania koncowego wyniku, wysoka wydajnos¢ (90 probek na

godzing), doskonata odtwarzalnos¢ i korelacja w stosunku do agarozy oraz wysoka czutos¢.
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Doswiadczenia wlasne pracy na wysokowydajnych

analizatorach hematologicznych w duzym

laboratorium szpitala klinicznego

Emilia Czyzewska, Agnieszka Wisniewska

spolczesne laboratoria diagnostyczne nie

moga funkcjonowaé bez nowoczesnego za-

plecza technicznego, co dotyczy rowniez
oznaczen hematologicznych. Bogata oferta producentéw
pozwala wybra¢ analizator w zaleznosci od potrzeb i moz-
liwosci. Dla duzych laboratoriéw w odniesieniu do badan
z zakresu podstawowej hematologii najbardziej komfor-
towa jest mozliwos$¢ pracy na co najmniej dwoéch réznych
analizatorach tak dobranych, aby uzyskiwane wyniki byly
poréwnywalne a jednoczesnie réznice techniczne, meto-
dyczne i inne mogly by¢ odpowiednio wykorzystane, co
przyczyniltoby sie do zwigkszenia efektywnosci pracy i ja-
kosci uzyskiwanych wynikow.
W pracowni hematologii Laboratorium Centralnego
SPCSK w Warszawie badania morfologii (ponad 100
tys. rocznie) wykonywane sg na dwoch roznych anali-
zatorach wiodacych i cenionych na rynku producen-
tow. Zaréwno Pentra DX120 Nexus (Horiba ABX), jak
i Sysmex 2000XN (Sysmex) sg najnowoczes$niejszymi
wersjami analizatoréw, ktére juz wczesniej sprawdzi-
ty si¢ w ww. pracowni. Wybér obecnych analizatoréw

w duzej mierze opieral si¢ na pozytywnych doswiadcze-

niach w pracy z ich poprzednikami: Pentrg DX120 oraz
Sysmex XT 2000i.

Wyniki wykazuja duza zgodno$¢ tak w zakresie wartosci
prawidlowych, jak i patologicznych. Tym niemniej nalezy
pamieta¢, ze w przypadkach trudnych diagnostycznie roz-
nice pomiedzy analizatorami mogg by¢ i nierzadko sa wat-
pliwosci, ktdry i czy w ogodle ktérykolwiek z wynikow jest
prawdziwy. Ostateczna decyzja powinna uwzglednia¢ stan
kliniczny, wyniki poprzednich badan, a takze, co jest bar-
dzo istotne, wyniki uzyskane w oparciu o ocen¢ rozmazu
mikroskopowego.

Dodatkowa korzyscig jest mozliwos¢ wykorzystania wyni-
kéw do procedur kontrolnych. Codzienne poréwnywanie
wynikéw, uzyskiwanych w losowo wybranych kilku préb-
kach pacjentow, stanowi bardzo przydatng forme kontroli
jakosci, prowadzong na oryginalnym materiale biologicz-
nym. Jest to cenne uzupelnienie standardowych procedur,
wykonywanych w oparciu o dostarczane przez producen-
tow probki kontrolne. Wtasnie réznice wynikéw otrzyma-
nych jednoczasowo z obu analizatoréw w probkach pacjen-
tow sa czesto pierwszym sygnalem, sugerujacym koniecz-

nos$¢ wszczecia procedur naprawczych.

Parametr Jednostki Sysmex NX Pentra DF 120

WBC 10°/mm’ 1,09 1,0

RBC 10/mm? 3,42 3,49
HGB g/dl 11,1 11,1
HCT % 32,4 33,7
MCV pm’ 94,7 97,0
MCH Pg 32,5 31,8
MCHC g/dl 34,3 32,8
RDW % 15,6 15,8
PLT 10°/mm’ 42 45

Tabela 1. Przyklad wynikéw przy bardzo niskich warto$ciach krwinek biatych i niskich wartosciach plytek krwi
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Parametr Jednostki Sysmex NX Pentra DF 120

WBC 10°/mm’ 3,63 3,5

RBC 105/mm’ 4,80 4,84
HGB g/dl 16,0 15,8
HCT % 44,6 46,9
MCV pum’ 92,9 97,0
MCH pg 33,3 32,6
MCHC g/dl 35,9 33,7
RDW % 12,5 13,1
PLT 10°/mm’ 59 59

Tabela 2. Przyktad wynikéw przy niskich warto$ciach krwinek bialych i niskich warto$ciach plytek krwi

Parametr Jednostki Sysmex NX Pentra DF 120
WBC 10*/mm? 35,51 32,5
RBC 10%/mm? 3,28 3,37
HGB g/dl 9,8 10,0
HCT % 28,5 30,3
MCV um? 86,9 90,0
MCH pg 29,9 29,8
MCHC g/dl 344 33,1
RDW % 14,4 14,1
PLT 10*/mm? 373 404

Tabela 3. Przyktad wynikéw przy wysokich warto$ciach krwinek bialych i wysokich wartosciach ptytek krwi
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Funkcjonalno$¢ analizatora hematologicznego

Pentra 80XLR w $redniej wielkosci laboratorium

diagnostycznym

Bozena Galuszka, Tadeusz Kujawski

parat Pentra 80 XLR firmy Horiba Medical to kom-

paktowy analizator hematologiczny, umozliwiajacy

réwnoczesne oznaczanie 35 parametréow. Oprocz
12 wchodzacych w sklad podstawowej morfologii CBC oraz
14 réznicujacych krwinki biale, analizator oznacza réwniez
bezwzgledna i wzgledna (RET#, RET%) oraz skorygowana
liczbe retikulocytéw (CRC) a takze inne wskazniki retikulo-
cytarne stanowigce istotny postep w diagnostyce i réznico-
waniu niedokrwisto$ci. Wérdd nich podaje $rednia objgtosé
retikulocytéw (MRV), $rednig zawarto$¢ hemoglobiny w re-
tikulocycie (RHCc), stosunek liczby niedojrzatych retiku-
locytéw do calosci populacji retikulocytow (IRF) oraz oce-
nia stopien ich dojrzaloéci w oparciu o zawarto$¢ kwasow
RNA, wyrézniajac retikulocyty o niskiej zawartosci RNA
- RETL% (najstarsze), retikulocyty o $redniej zawartosci
RNA - RETM% i retikulocyty o wysokiej zawartosci RNA
- RETH% (najmlodsze). Wymienione wyzej parametry, acz-
kolwiek nie sa badaniami pierwszego rzutu, odgrywaja coraz
wigksza role w diagnostyce i réznicowaniu niedokrwistosci
oraz monitorowaniu leczenia a wprowadzenie analizatora
Pentra 80XLR umozliwi ich rozpowszechnienie szczegdlnie
w laboratoriach $redniej wielkosci.
Aparat Pentra 80 XLR, ktdry pojawit sie na rynku medycz-
nym w Polsce w IV kwartale 2013 roku, z zalozenia przezna-
czony jest do $rednich laboratoriéw lub jako back-up. Jedna
z pierwszych placowek, w jakiej zostal zainstalowany, jest
laboratorium Samodzielnego Publicznego Specjalistycznego
Zaktadu Opieki Zdrowotnej w Leborku.
Oznaczanie 80 morfologii w czasie 1 godziny, podajnik auto-
matyczny o pojemnosci 100 probéwek, tryb reczny (CITO)
z podajnikiem manualnym, umozliwiajgcym przerwanie
w kazdej chwili pracy w trybie automatycznym oraz intu-
icyjne menu z bezposrednim dostgpem do poszczegoélnych
funkcji aparatu poprzez wyrazne i czytelne ikony, to zdaniem
personelu, najbardziej rozpoznawalne cechy aparatu. Bardzo
istotng zaleta s3 jedne z najmniejszych na rynku objetosci
krwi niezbedne do wykonania badania - tylko 30 ul w trybie
CBC, 53 ul w trybie CBC+DIFF oraz 35 pl w trybie RET.

Personel laboratorium zwraca réwniez uwage na modul,
umozliwiajacy tryb wyboru rozcienczenia CDR - mozliwos¢
automatycznego zwigkszenia liniowo$ci pomiaru w przypad-
ku wynikéw wykraczajacych poza zakres referencyjny. Prob-
ki sg automatycznie flagowane, rozcienczane i powtdrnie
badane, co umozliwia uzyskanie wyniku przy zwiekszonej
liniowosci. Oprocz tego to, co czyni ten aparat unikatowym
na rynku, jest konfigurowalna automatyczna walidacja, kto-
ra umozliwia zatwierdzenie wynikéw, ich edytowanie i zmia-
ny raportu koncowego poprzez wykorzystanie powtdrzonej
analizy morfologii krwi. Dodatkowa mozliwo$¢ zapisu regut
decyzyjnych opartych na flagach i parametrach granicznych
sprawia, ze korzystajac z informacji, ktére przekazuje aparat,
operator moze szybciej decydowac o wykonaniu testow do-
datkowych.

Nie bez znaczenia jest przejrzysty raport pacjenta, przed-
stawiajacy wynik badania, dane demograficzne, wykresy
poszczegolnych parametréw, histogramy. Kolorowa matry-
ca oraz flagi na jednym ekranie sprawiajg ze, w przeciwien-
stwie do innych analizatoréw, nie trzeba przefacza¢ ekrandw.
Zwlaszcza w $rednich laboratoriach niedysponujacych in-
nymi analizatorami, przydatna jest funkcja trybu recznego
- podajnik manualny daje pewno$¢, ze niezaleznie od wy-
konywanych analiz, w kazdej chwili mozna zatrzymac prace
aparatu i wykona¢ morfologie wraz z retikulocytami. Opera-
tor ma niezaleznie mozliwos¢ dostepu do rejestrow zawiera-
jacych informacje dotyczace stanu aparatu (kalibracja, kon-
trola jakosci, konserwacja) oraz ustawienia aparatu.

Cenna jest rowniez funkcja auto-rerun, dzigki ktérej wyniki
patologiczne moga by¢ natychmiast weryfikowane przy po-
mocy dodatkowej analizy.

Pomimo wlgczenia na analizator oznaczen retikulocytow,
mozna obserwowac wzrost wydajnosci pracy w $rednich la-
boratoriach, oznaczanie retikulocytéw nie wymaga bowiem
dodatkowego barwienia roztworem blekitu brylantowo-kre-
zolowego.

W aparacie Pentra 80 XLR zastosowano nowoczesne roz-

wigzania technologiczne, takie jak pomiar impedancji,
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cytometria przeplywowa, cytochemia, fluorymetria oraz
wspomagajace je MDSS (Multi Distribution Sampling
System) i DHSS (Double Hydrodynamic Sequential
System). Ponadto nalezy zwrdci¢ uwage na parametry tech-
niczne. Aparat jest wyposazony w pamie¢ 10 000 wynikow
pacjentéw mozliwych do archiwizacji na dysku zewnetrz-
nym USB, 36 plikéw QC oraz 100 pomiaréw dotyczacych
krzywej Bulla (XB). Dzieki tak duzej pamieci, laboratorium

RBC

b RET#
S N RET%
' RETH
RETM
RETL
IRF

CRC

MRV
RHCC

moze wrdci¢ po dlugim okresie do wyniku pacjenta i go
wydrukowac.

Z kazdym rokiem przybywa laboratoriéw diagnostycznych,
posiadajacych w swojej ofercie mozliwo$¢ w pelni zautoma-
tyzowanego oznaczania parametréw retikulocytarnych. Je-
steSmy przekonani, ze w trakcie decyzji o wyborze aparatu
oznaczajacego retikulocyty wezma Panstwo pod uwage ana-
lizator Pentra 80 XLR firmy Horiba Medical (Ryc. 1).

<Zakres>
2,14 L 10%/mm? 3,80 5,80
0,128 H 10mm* 0,027 0,116
596 H % 0,60 2,60
13,8 H % 0,0 6,0
24,0 H % 4,0 18,0
62,2 1 % 78,0 96,0
0,378 H 0,040 0,230
2,84 H % 0,50 2,30
138 H um’® 90 118
41,7 H Pg 26,0 35,2

Ryc. 1. Przyktadowy wynik dotyczacy retikulocytéw uzyskany z aparatu
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Nawet jesli nie wszedzie jeszcze jeste$my, to wkrotce tam bedziemy...

Wydajnos¢ i wiarygodnos¢ w Hematologii ’

A

ompaktowy i niezawodny analizator '
hematologiczny z mozliwoscig ozn
retikulocytow me uorescency

O 35 parametréw analizowanych z wydajnoscig 80 probek na godzine
O Referencyjne metody oznaczania parametréw Krwi

O Kompatybilnos¢ ze stacja zarzadzajgco-walidujacg ABX Pentra ML

= R L

Peiny panel parametrow retikulocytow z 35uL krwi

RET#: Wartos¢ bezwzgledna retikulocytow RHCc: Zawartos¢ komdrkowej hemoglobiny w retikulocytach
RET%: Wartos¢ procentowa retikulocytow MRYV: Srednia objetosé retikulocytéw (fl, um3)
RETH%, RETM%, RETL% CRC%: Skorygowany odsetek retikulocytow (%)
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Erytroblasty Retikulocyty Krwinki czerwone
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HaemCeu
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/ZIntegrowana hematologiczna
platftorma diagnostyczna

Nexus — 50 parametrowy analizator

hematologiczny o wydajnosci 120 morfologii na

godzing

e Rozdziat WBC na podwojnej matrycji LMNE

e Pomiar retikulocytow i erytroblastow
Z Wykorzystaniem fluorescencyjnej cytometri
przeptywowe)

e /integrowany modut SPS do automatycznego
wykonywania i barwienia rozmazow krwi obwodo-
We|

e Stacja zarzadzajaca
walidacjg Pentar ML

e Easy Cell
- zautomatyzowana
diagnostyka
preparatow
hematologicznych
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