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Oznaczanie HE4, CA 125 i algorytm
ROMA w diagnostyce i réznicowaniu

“/

Szanowni Panstwo,

Roche wprowadza na rynek nowy test Elecsys Calcitonin stuzacy do diagnozowania
i monitorowania nowotworéw tarczycy, ktéry poszerza oferte markeréw nowotworowych
mozliwych do oznaczania na analizatorach cobas e, Elecsys oraz Modular Analytics.

Nowy test stuzy do diagnozowania raka rdzeniastego tarczycy oraz monitorowania leczenia
u pacjentéw po operaciji tarczycy. Kalcytonina jest waznym markerem nowotworowym,
ktéry moze pomdc specjalistom we wczesnej diagnozie raka rdzeniastego tarczycy,
poniewaz zwigkszenie jej stezenia we krwi ma zwigzek z nowotworem tego typu i rozwojem
choroby. Kalcytonina jest istotnym elementem oceny medycznej, szczegdlnie, gdy objawy
podmiotowe wystepujace u pacjenta nie sg typowe. Wraz z innymi badaniami oznaczenia
kalcytoniny wspomagaja ostateczne rozpoznanie kliniczne. Pacjenci mogg by¢ leczeni we
wczesniejszej fazie choroby, co zwieksza szanse ich przezycia i wyleczenia.

Rak rdzeniasty tarczycy jest trzecim co do czesto$ci wystepowania rodzajem raka tarczycy
(5-10% wszystkich przypadkéw). Leczenie zazwyczaj obejmuje chirurgiczne usuniecie
gruczotu tarczycowego, a nastepnie trwajgce do konca zycia monitorowanie pacjenta
(oznaczanie stezenia kalcytoniny zwykle co sze$¢ miesiecy) w celu wczesnego wykrycia
ewentualnej remisji.

Zachecam Panstwa do lektury biezacego numeru LabForum, w ktérym znajdujg sie artykuty
na temat przydatno$ci oznaczen HE4, CA 125 oraz algorytmu ROMA w diagnostyce raka
jajnika, ginekologicznej diagnostyki histopatologicznej oraz komentarz do Rekomendac;ji
KIDL w zakresie diagnostyki wzw typu C, a takze informacje o nowych rozwigzaniach

w oznaczeniach glikemii.

Z powazaniem,

Tomas Petr
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Oznaczanie HE4, CA 125 i algorytm ROMA
w diagnostyce I r0znicowaniu guzow jajnika

E—/

Prof. Ewa Nowak-Markwitz

Klinika Onkologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Guzy jajnika s3 czesto obserwowane wérdéd kobiet zgtaszajacych sie do badania

ginekologicznego. Nieznane sg precyzyjne dane epidemiologiczne okre$lajace wskazniki

ich wystepowania, poniewaz nie ustalono dotychczas definicji guza jajnika. Szczegdlnie,

w dobie powszechnego wykonywania badan ultrasonograficznych narzgdéw ptciowych

zaobserwowanie zmiany cystycznej (torbielowatej) w jajniku nie jest niczym niezwyktym.

Trudno arbitralnie ustali¢ granice wielko$ci zmiany uwaznej za guz jajnika, ale uwaza sie, cobas e 601

ze zmiana przekraczajgca 25-30 mm $rednicy, utrzymujaca sie przez trzy kolejne cykle - system
immunochemiczny

miesigczkowe powinna by¢ uznana za guz. Dla rozpoznania wazna jest tez dynamika preeznaczony dia
obserwowanej zmiany, dlatego ze w czasie cyklu miesigczkowego jajnik ulega ciggtym $rednich i duzych
przemianom i czasem pecherzyk jajnikowy lub ciatko z6tte moga przekracza¢ 30 mm. laboratoriéw

Seryjne obserwacje w kolejnych cyklach pozwalajg na weryfikacje zmiany i jej wtasciwa
kwalifikacje jako zmiane czynno$ciowa, fizjologiczng lub guz.

Guzy jajnika majg bardzo zr6znicowang morfologie, poniewaz jajnik jest strukturg
zbudowang z wielu réznych grup komérek i kazda z nich moze by¢ punktem wyjscia
rozwijajgcego sie guza. Makroskopowo guzy jajnika moga by¢ cystyczne (torbielowate),
lite lub mieszane cystyczno-lite. W badaniu histologicznym guzy moga by¢ zto$liwe,

o granicznej ztosliwosci oraz nieztosliwe. NajczeSciej wystepuja zmiany cystyczne,
niezto$liwe. W okresie rozrodczym kobiety sg to torbiele folikularne, lutealne, tekaluteinowe,
krwotoczne, endometrialne, przyjajnikowe, jajowodowe, torbielakogruczolaki surowicze
i $luzowe. Guzy lite, to przede wszystkim nowotwory ztoSliwe, ale takze guzy nieztosliwe
takie jak: potworniaki, wtékniaki, cigze ektopowe czy torbiele endometrialne. Te ostatnie
ukazujg sie jako lite w badaniu ultrasonograficznym, choé w rzeczywisto$ci sg torbielg

z zawarto$cia ptynnej krwi.

i ) cobas® 6000
OPEROWAC CZY OBSERWOWAC? - zintegrowany system
Guzy jajnika leczymy operacyjnie. Zgodnie z rekomendacjami Polskiego Towarzystwa f’ﬁ;fﬂ’;z:;wzny
Ginekologicznego do natychmiastowej operacji kwalifikujg sie guzy duze, powyzej 6 cm
$rednicy, guzy sprawiajace dolegliwosci, gtéwnie bélowe oraz te, podejrzane o ztosliwy
proces nowotworowy. Diagnostyka przedoperacyjna guzéw jajnika jest tatwa i zarazem
trudna. Bez problemu wykrywamy je w badaniu ultrasonograficznym, ale ustalenie,
operowac czy obserwowac, szczegodlnie w przypadku niewielkich zmian jest prawie
niemozliwe. Jednak nierozpoznanie procesu ztosliwego moze miec fatalne skutki dla
chorej. Decyzje o dalszym postepowaniu powinno sie podjaé¢ w oparciu o szereg danych,
do ktérych nalezg wywiad lekarski, spostrzegane objawy, wyniki badania klinicznego,
obrazowego i badan biochemicznych, nalezy takze uwzgledni¢ do$wiadczenie lekarza
i preferencje pacjentki. Dwa badania sg niezwykle przydatne w réznicowaniu guzéw jajnika.

Sa to przezpochwowa ultrasonografia oraz badania markeréw nowotworowych w surowicy.

BADANIE ULTRASONOGRAFICZNE

Badanie ultrasonograficzne pozwala na ocene lokalizacji zmiany, jej wielko$ci oraz ocene

jej obrazowej morfologii. Duze nadzieje wigzano wtasnie z morfologiczng oceng guza

widocznego w ultrasonografii. Wraz z rozwojem technologicznym sprzetu opracowano cobas e 411

szereg wskaznikéw, ktére miaty za zadanie okresli¢ prawdopodobieristwo procesu - system

ztosliwego w obserwowanej zmianie. Jednak mimo wielu badan przeprowadzonych ’mmu”"‘hem’;lzny
rzeznaczon a

w duzych populacjach nie udato sig jednoznacznie okresli¢ pewnych cech ztosliwosci }:naiych is’re(;nich

guzdw jajnika i swoisto$c¢ tej metody jest nadal niezadowalajgca. W ostatnich latach laboratoriéw

Maj 2013 LabForum 3



?/

w dwdch duzych badaniach populacyjnych jednoznacznie wykazano, ze ultrasonografia
nie jest przydatna w wykrywaniu wczesnych postaci raka jajnika, czyli nie moze by¢
zastosowana w badaniach przesiewowych.

MARKERY NOWOTWOROWE

Inaczej przedstawia sie sytuacja biochemicznych markeréw nowotworowych. Sg to
substancje produkowane przez nowotwor lub przez inne komérki w odpowiedzi na
rozwijajacy sie guz, ktére sg uwalniane do krazenia w ilo$ci wystarczajacej do ich wykrycia.
Ich pojawienie sie w surowicy lub wzrost stezenia wskazuje na prawdopodobienstwo
rozwoju nowotworu. ldealny marker powinien sie charakteryzowa¢ 100% czuto$cia,
swoistoscig i dodatnig warto$cig predykcyjng rozpoznania raka. Znanych jest ponad

100 réznych substancji obecnych w surowicy, ktére mogtyby sta¢ sie potencjalnymi
markerami procesu nowotworowego w jajniku. Niewiele z nich znajduje zastosowanie
w praktyce klinicznej, przede wszystkim ze wzgledu na brak odpowiednio duzych badan
weryfikujgcych ich przydatno$é. Praktyczne znaczenie ma tylko CA 125 oraz ostatnio
wprowadzony do praktyki klinicznej antygen HEA4.

CA 125

CA 125 jest glikoproteing, ktéra ulega ekspresji w strukturach pochodzacych z pierwotnej
jamy ciata, czyli w komérkach mezotelialnych. Nie wykazano ekspresji CA 125 w nabtonku
jajnikéw. Jako gdrng granice normy stezenia u kobiet zdrowych przyjmuje sie 35 U/mL.
Warto$¢ ta zostata wyznaczona arbitralnie na podstawie wynikéw badan klinicznych.

U kobiet po menopauzie i po histerektomii stezenie antygenu jest nizsze i sugeruje sig, aby
u nich uznawadé, jako goérng granice normy 20 U/mL-26 U/mL. U okoto 85% chorych na raka
jajnika stezenie CA 125 jest wyzsze niz 35 U/mL, ale tylko u potowy chorych w | stopniu
klinicznego zaawansowania. Stezenie tego markra rzadko wzrasta w pewnych typach
histologicznych raka jajnika (rak $luzowy, jasnokomérkowy) i w guzach granicznych. Jednak
szereg choréb nie majacych zwigzku z procesem zto$liwym takze manifestuje wzrost
stezenia markera. Naleza do ich: niezto$liwe guzy jajnika, endometrioza, mies$niaki macicy,
marsko$¢ watroby, choroby zapalne miednicy oraz stany fizjologiczne takie, jak miesigczka

i cigza.

Wykazano niewystarczajaca czuto$é i swoisto§é CA 125 do wczesnego wykrywania raka
jajnika, czyli réznicowania widocznych w badaniu ultrasonograficznym nieduzych guzéw.
Oznaczanie stezenia CA 125 jest przydatne u chorych, u ktérych: w badaniu klinicznym

i ultrasonograficznym podejrzewamy raka jajnika, w czasie prowadzenia chemioterapii

i w monitorowaniu po leczeniu. Wzrost stezenia markera po zakoriczonym leczeniu
wskazuje na nawrdt choroby, przy czym wzrost ten wyprzedza pojawienie sie objawéw
klinicznych o okoto 3 miesigce.

HE4 (ANG. HUMAN EPIDIDYMIS PROTEIN 4)

Druga glikoproteina, z ktéra wiaze sie szczegdlne nadzieje na lepsze réznicowanie guzéw
jajnika jest HE4. Fizjologicznie, biatko to wydzielaja komdrki nabtonkowe najadrza, ale

tez ulega ograniczonej ekspresji w komaérkach btony Sluzowej kanatu szyjki macicy,
endometrium i btonie $luzowej jajowoddw oraz oskrzeli. Réwniez nie stwierdza sig jego
obecnos$ci w prawidtowym nabtonku pokrywajacym jajnik, natomiast wystepuje w duzej
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ilosci w obrebie kortykalnych torbieli inkluzyjnych jajnika wyscielonych metaplastycznym

nabtonkiem Miillerowskim. W raku jajnika wykazano nadekspresje HE4, co nie zalezy od

stopnia zaawansowania nowotworu, lecz od jego typu histologicznego. Jako gérng granice

normy przyjmuje sie wartosci od 92 do 121 pmol/L, w zalezno$ci od wieku oraz statusu

menopauzalnego. Biologiczna funkcja biatka HE4 nie jest znana. Czuto$¢ markera u kobiet

z rakiem jajnika jest poréwnywalna z CA 125, ale stezenie HE4 lepiej réznicuje chore cobas e 601

z nieztosliwymi guzami przydatkéw, gdzie stezenie CA 125 tez moze by¢ podwyzszone. - System

L . Lo immunochemiczny

Wzrost stezenia jest takze obserwowany u chorych w raku ptuca, trzustki, piersi i rakach przeznaczony dla

z komérek przejsciowych. $rednich i duzych
laboratoriéw

ROZNICOWANIE ZLOSLIWYCH I NIEZLOSLIWYCH GUZOW JAJNIKA -

ALGORYTM ROMA (ANG. RISK OF OVARIAN MALIGNANCY ALGORITHM)

Algorytm ROMA jest modelem matematycznym stworzonym w celu oceny ryzyka

nowotworu zto$liwego u kobiet z guzami przydatkéw. Model uwzglednia warto$ci

potaczonych stezen CA 125 i HE4 oraz status menopauzalny. Jest obliczany wedtug

nastepujacych wzoréw:

dla kobiet przed menopauza: Pl = -12,0 + 2,38 x LN(HE4) + 0,0626 x LN(CA 125)
dla kobiet po menopauzie: Pl = -8,09 + 1,04 x LN(HE4) + 0,732 x LN(CA 125).

Wyliczenie wartosci ROMA: warto$é ROMA (%)= % x100
€

Pl-wskaznik predyktywny
warto$¢ ROMA (9%)-prawdopodobieristwo predyktywne cobas® 6000

LN-logarytm naturalny - zintegrowany system
biochemiczno-

e-podstawa logarytmu naturalnego
p gary g immunochemiczny

Jesli rozpoznajemy guz jajnika to ryzyko raka jest niskie, jesli wyliczona warto§¢ ROMA jest
mniejsza niz 29,9% (dla kobiet po menopauzie) oraz mniejsza niz 11,4% (dla kobiet przed
menopauzg). Do obliczen stuzg specjalnie przygotowane linijki oraz kalkulatory internetowe
- dostepne na stronie: http://romatools.he4test.com.

Wykazano w badaniach, ze oba markery moga wskazywac¢ na rozwdj raka jajnika juz w jego
wczesnej postaci. Zwykle obserwuje sie wtedy powolny, ale staty wzrost ich stezen, takze
w zakresach przyjetych norm biochemicznych. Takie chore wymagajg szczegdinej uwagi
klinicznej, poniewaz wzrost stezenia markeréw (CA 125, HE4 i mezoteliny) rozpoczyna sig
juz 3 lata przed rozpoznaniem raka.

W 2012 roku opublikowano wyniki badan nad zastosowaniem nowego testu do wykrywania

raka jajnika - testu OVA 1. Test uzyskat korzystne rekomendacje FDA. Mierzy w surowicy

5 markeréw: CA 125, apolipoproteine Al, beta 2 mikroglobuline, prealbumine oraz

transferryne. U chorych na raka jajnika stezenia CA 125 i beta2 mikroglobuliny wzrastaja cobas e 411
a pozostate trzy markery uzyskujg warto$ci nizsze, niz u zdrowych kobiet. Test ma wysoka - system

czutos$c (96%) i wysokg negatywna warto$é predykcyjng (98%). immunochemiczny
przeznaczony dla
maltych i Srednich
laboratoriéw
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Diagnostyka laboratoryjna zakazen
wirusem zapalenia watroby typu C

?’/

Prof. dr hab. med. Kazimierz Madalitiski, Kierownik Pracowni Immunopatologii Zakazen
Hepatotropowych Zaktadu Wirusologii NIZP-PZH

KOMENTARZ DO REKOMENDACIJI KIDL 2012/2013

Idea przygotowania tych Rekomendacji wyszta od Krajowej Izby Diagnostéw
Laboratoryjnych. Pani Prezes KIDL byta autorem zasadniczej konstrukcji opracowania,

tj. zasad ogolnych, klasyfikacji badan, zalecen dotyczacych spraw technicznych (tj. zlecenia
badania laboratoryjnego), pobierania i przygotowania materiatu do badan, transportu
materiatu i przyjmowania materiatu do badan, wymagan dotyczacych stosowanej aparatury
i testéw diagnostycznych, zapewnienia jakosci badan laboratoryjnych, formutowania

i wydawania wynikéw oraz zgtaszania wynikéw inspekcji sanitarne;.

Dobrano nastepnie Zespét sktadajgcy sie zaréwno z diagnostow, jak i lekarzy klinicystow.
Powotany Zespdt Ekspertéw* przygotowat kolejne wazne elementy Rekomendaciji, tj.

wstep dotyczacy zakazer wirusem zapalenia watroby typu C (HCV), metody badawcze,
algorytm postepowania diagnostycznego, badanie przesiewowe: anty-HCV i uzupetniajgce:
HCV RNA, oznaczenie genotypu HCV oraz polimorfizm genu interleukiny 28B. Zasadniczym
elementem zalecen stat sie Algorytm postepowania diagnostycznego HCV, prowadzacy od
badania anty-HCV w surowicy, przez badanie HCV-RNA testami o czuto$ci wykrywania
<25 |U/ml, do oznaczenia wiremii, tj. iloSciowego HCV RNA i genotypu HCV. Te trzy ostatnie
badania odbywajg sie na zlecenie Klinicysty i w czasie przez niego wskazanym. Wstepne
badanie anty-HCV, aby uzna¢ wynik badania za dodatni, odbywa sie do otrzymania prébki
reaktywnej w powtérzonym dwukrotnie badaniu. Dodatni wynik badania anty-HCV jest
formutowany wytacznie, gdy prébka jest powtarzalnie reaktywna.

Algorytm badan podlegat intensywnej dyskusji, co prowadzito do kolejnych ulepszen;
ostateczny jego ksztatt zaprezentowano na rycinie (str 9). Po pierwszym przygotowaniu
tekstu odbyto sie spotkanie Ekspertdéw, ktdrzy pokonujgc poczatkowe rozbieznosci,
doprowadzili do ustalenia wspdlnego stanowiska. Punktem, ktéry budzit duze kontrowersje
w Zespole przygotowujagcym Rekomendacje, byta konieczno$¢ dwukrotnego powtdrzenia
prébki wstepnie reaktywnej, za$ otrzymanie cho¢ jednego wyniku dodatniego w tych
powtdrzeniach kwalifikuje te prébke jako dodatnig (reaktywng). Konieczno$¢ takiej
procedury podkres$lana jest przez wszystkich producentéw testéw. Oznacza to, ze
testy immunochemiczne anty-HCV, tak jak inne testy tego typu - nie odznaczaja sie
najwyzszg swoistoscia, a w kazdym razie generujg wyniki fatszywie dodatnie. Dazenie do
zwiegkszenia czutos$ci testéw anty-HCV obnizyto ich swoisto$é, co potwierdzajg obliczenia
teoretyczne. W kazdym razie, deklarowana swoisto$é testéw anty-HCV, na poziomie 98,5-
99.6% odnosi sie wytacznie do kwalifikowania prébek ,powtarzalnie reaktywnych” jako
dodatnie. Zastosowanie powtdrzonego badania prébki, az do uzyskania wyniku podwdjnie
dodatniego jest niezwykle wazne. Procedura taka byta w Polsce uzywana przez catg Stuzbe
Krwi. Ma to swoje implikacje praktyczne: przeprowadzone wg tych zasad pierwsze studium
epidemiologiczne rozpowszechnienia anty-HCV w Polsce doprowadzito to stwierdzenia, ze
* Sktad Zespotu Ekspertow: mozemy te czestosé okreslié na 0,95%, a nie 1,9%, jak to dotychczas przyjeto (Godzik i wsp.
Kazimierz Madalinski, Elzbieta 2012). Ponadto, czgstos¢ przeciwciat anty-HCV, standaryzowana do petnoletniej populaciji

Puacz, Piotr Grabarczyk, Bogdan polskiej, wynosi 0,86%.

Mazur, Bogdan Solnica, Robert Pare stéw trzeba poswiecic¢ testowi Western blot (RIBA). Ma on duze zastosowanie

Flisiak, Waldemar Halota, w innych zakazeniach wirusowych i spetnia pozytywna role. Jednak w zakazeniach HCV nie
KTZ)/SZtOf Tomasiewicz posuwa on diagnostyki naprzdd, w poréwnaniu z prawidtowo oznaczonymi przeciwciatami
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anty-HCV. Dlatego wtasciwym i istotnym zastosowaniem testu RIBA jest sprawdzenie,
czy prébka, ktéra byta powtarzalnie reaktywna na anty-HCV, lecz ujemna w reakcji PCR,
zawiera rzeczywiscie swoiste przeciwciata (patrz - rycina na str. 9). Inny problem, zwigzany
z reakcjg RIBA, polega na otrzymaniu wyniku ,nieokreslony” (indeterminate), w przypadku
ktérego badanie nalezy powtérzyé po 3 tygodniach. Oznacza to utrate tempa diagnostyki.
cobas e 601

W teks$cie Rekomendacji nazewnictwo: prébka reaktywna (dodatnia) oraz niereaktywna - system
immunochemiczny

(ujemna) zostato uzyte w odniesieniu do wynikéw testéw anty-HCV i HCV RNA. Wynika praeznaczony dla
to m.in. z nomenklatury uzywanej w Unii Europejskiej. Pare stéw o sposobie formutowania $rednich i duzych
wynikéw: w wypadku badania przeciwciat anty-HCV informujemy o wyniku ujemnym laboratoriéw

(prébka niereaktywna) lub wyniku dodatnim (prébka reaktywna). Algorytm postepowania
diagnostycznego HCV przedstawia w skrécie poszczegdlne etapy badania. Zaréwno
badanie HCV RNA, jak i badanie genotypu HCV odbywajg sie na zadanie klinicysty

i we wskazanym przez niego czasie. Jest to zgodne z praktyka w wiekszosci krajow
europejskich. Wspdlnie okreslono wymagang czuto$¢ testu HCV RNA na <25 [U/ml.

Nalezy przy tej okazji zwrdci¢ uwage na prawidtowe uzywanie okreslen: ,kontakt

z wirusem HCV” i ,zakazenie HCV”". Wytworzenie przeciwciat anty-HCV w organizmie

immunokompetentnym $wiadczy o ,kontakcie z wirusem” i rozwinigciu odpornosci

humoralnej. Zdolno$ci tej pozbawione sg dzieci z pierwotnymi niedoborami odpornosci

(zwtaszcza humoralnej) i chorzy z wtérnym niedoborem odpornosci (zwtaszcza zakazeni

HIV). W odrdéznieniu od kontaktu z wirusem, stan zakazenia organizmu okre$lamy jako

wykrycie obecno$ci HCV RNA (przy danej czuto$ci testu). W zwigzku z tym, nie nalezy

uzywacé terminu ,0soba zakazona” w stosunku do os6b posiadajacych przeciwciata anty- cobas® 6000

HCV, poniewaz tylko u czesci z nich wykrywamy zakazenie. Warto o tym wspomnie¢, bo te 'z{"f‘;lgmwﬂ)’ system
: . iocnemiczno-

pojecia sa mylone. immunochemiczny

Pewne niuanse oznaczen serologicznych i biologii molekularnej zastuguja na uwage. Przy

badaniu przeciwciat anty-HCV trzeba pamieta¢ o okresie wczesnego zakazenia wirusem,

kiedy jest zjawisko ,,okienka serologicznego”, tj. niewytworzenia przeciwciat na skutek

niedostatecznego uptywu czasu od zakazenia. Przeciwciata biernie przeniesione przez

zakazone HCV matki na noworodki trwajg w ich krazeniu ~18 mies. Z kolei, ,,rozstrojenie

immunologiczne” kobiety cigzarnej prowadzi do wzrostu miana autoprzeciwciat, ktére

moga powodowacé btedng interpretacje badania anty-HCV (wyniki fatszywie dodatnie).

Jesli chodzi o czas przetrwania przeciwciat, wykazano, ze zakazenie wirusem HCV

u osoby immunokompetentnej prowadzi do przetrwania przeciwciat anty-HCV do 18 lat po

zakazeniu. W ostatnich trzech latach, obok badan anty-HCV w surowicy, wchodzg na rynek

testy bibutkowe na prébke $liny (www.orasure.com), ktére majag réwnie wysoka czuto$é

i swoisto$¢, jak testy serologiczne, a odczyt nastepuje w ciggu 20-40 min.

W odniesieniu do biologii molekularnej trzeba dodaé, ze Rekomendacje obejmujg badania

HCV RNA w surowicy. Nalezy pamietac¢, ze wiremia w surowicy moze by¢ na niskim cobas e 411
poziomie (ale otrzymujemy wynik dodatni); moze tez by¢ przerywana, a potem znéw - system
powracaé. Fluktuacje wiremii sg bardzo charakterystyczne dla zakazenia HCV. W zwigzku immunochemiczny
z tym szereg o$rodkéw prowadzi juz oznaczenia HCV RNA w nastepnym zZrddle materiatu Zztha:z:;nﬁz
od pacjenta, tj. z komdrek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC); co jest niewatpliwym laboratoriéw
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uzupetnieniem testu serologicznego. Badania M. Radkowskiego, T. Laskusa i ich
amerykanskich kolegéw wskazuja, ze wyniki dodatnie testu PBMC sg wyraZnie czestsze niz
w réwnolegle badanej surowicy.

ZALECENIA PRAKTYCZNE:

Formutowanie wyniku laboratoryjnego

Wynik

Objasnienie wyniku

Badanie anty-HCV

1.

Prébka niereaktywna
(ujemna)*

Nie wykryto obecnosci przeciwciat
anty-HCV w badanej prébce

Prébka reaktywna
(dodatnia)*

Wykryto obecnos¢ przeciwciat anty-
HCV w badanej prébce

Badanie HCV-RNA

3.

Prébka niereaktywna
(ujemna)

Nie wykryto obecnosci HCV-RNA
w badanej prébce

Prébka reaktywna
(dodatnia)

Wykryto obecno$é¢ HCV-RNA
w badanej prébce

5. Materiat Zle
przechowywany lub
Zle dostarczony

Nie wykonano badania

* Niektdre testy inmunochemiczne (np. Anti-HCV Roche Il Elecsys; Access HCV BioRad) daja wynik

0,9-1,0 (signal/cut off), tj. w szarej strefie. Probke taka nalezy powtdrzy¢ dwukrotnie, a jezeli choc jeden

wynik powtdrzenia bedzie w szarej strefie lub powyzej ,,cut-off” - prébke nalezy uznac za dodatnia.

@ Testimmunodiagnostyczny (1)
- oznaczenia HCV
na platformie cobas®

© System COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan®

- system przeznaczony do
potwierdzenia aktywnego
zakazenia testem jakoSciowym
HCV RNA wykrywajgcym od

15 1U/ml oraz monitorowanie

miana wirusa testem ilo§ciowym

o0 zakresie liniowosci od 15 IlU/mL
do 1 x 108 IU/mL

Rolg diagnosty jest czuwanie nad prawidtowo$cig wykonania oznaczen w laboratorium,
a takze odpowiednia interpretacja wyniku badan.

Istnieje obowigzek kierownika laboratorium zgtoszenia danych chorego, u ktérego
potwierdzono zakazenie HCV - odpowiednigj terytorialnie placéwce Panstwowej
Inspekcji Sanitarnej. W tym celu nalezy wypetni¢ i przesta¢ ,,Formularz zgtoszenia
zachorowania (podejrzenia zachorowania) na chorobe zakazng”.

LabForum
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Rekomendacje sg pierwszym dokumentem dotyczacym HCV, powstatym w wyniku zgodnej
wspotpracy diagnostéw i klinicystéw. ,,Rekomendacje 2012/2013: Diagnostyka laboratoryjna
zakazen wirusem zapalenia watroby typu C” ukaza sie wkrétce na tamach ,Diagnostyki
Laboratoryjnej”, czasopisma Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej. Planowane
jest takze umieszczenie tych zalecen na stronie internetowej Ministerstwa Zdrowia
(www.mz.gov.pl).

ALGORYTM POSTEPOWANIA DIAGNOSTYCZNEGO W KIERUNKU ZAKAZENIA HCV

anty-HCV: badanie
immunochemiczne

G} Q)

Podwdjne powtdrzenie

prébki
H/-); (+/4)
A reaktywna
| - - — - — — - — — — — — Decyzja klinicysty
Western HCV RNA:
Blot=RIBA wykrywalno$é < 25 1U/ml
+
O /) ) =
Brak przeciwciat nieokreslony Obecnos$¢ przeciwciat
- - — - — - — — Decyzja klinicysty

— genotyp

— wiremia
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p16 w ginekologicznej diagnostyce
histopatologicznej

—’/

dr n.med Szymon Wojtylak, Laboratorium Patomorfologii Klinicznej,
Uniwersyteckie Centrum Kliniczne, Gdansk

Zakazenie wirusem ludzkiego brodawczaka (HPV) z grupy tzw. wysokiego ryzyka
odgrywa istotng role w patogenezie raka szyjki macicy, pochwy i sromu. Z klinicznego
punktu widzenia kluczowe znaczenie ma wczesne wykrywanie tych nowotworéw na
etapie zmian przedinwazyjnych definiowanych, jako neoplazja wewnatrznabtonkowa
(intraepithelial neoplasia-IN). Modelowym przyktadem takiego podejscia jest diagnostyka
raka szyjki macicy obejmujgca profilaktyczne badania cytologiczne, uzupetnione

o kolposkopie i ocene histologiczng pobranych wycinkéw. Histologiczny podziat neoplazji
wewnatrznabtonkowej na poszczegdlne stopnie (INT1, IN2, IN3) oparta jest na ocenie
morfologii zmiany w preparacie barwionym rutynowo hematoksyling i eozyng. Na tym
etapie diagnostyki podstawowe znaczenie prognostyczne ma witasciwa selekcja zmian
bedacych wynikiem zakazenia typami HPV nalezacymi do grupy wysokiego ryzyka
nowotworzenia (IN2 lub IN3). Ocene poszczegdlnych przypadkéw utrudnia morfologiczne
podobienstwo obrazéw neoplazji wewnatrznabtonkowej do szeregu zmian reaktywnych.
Nalezg do nich zmiany reaktywne nabtonka ptaskiego zwigzane z zapaleniem, niedojrzata
metaplazja ptaskonabtonkowa, zmiany zanikowe, zmiany po radioterapii oraz nasladujgce
obraz neoplazji zmiany nienabtonkowe spotykane w utkaniu fragmentéw tkankowych

w wyskrobinach.

Cennym uzupetnieniem diagnostyki histologicznej stanéw przednowotworowych

w szczegolnosci szyjki macicy staty sie metody immunohistochemiczne. Markery Ki-67

oraz Pro-Ex-C znalazty zastosowanie w réznicowaniu reaktywnych zmian nabtonkowych

ze wszystkimi stopniami neoplazji wewnatrznabtonkowej oraz w diagnostyce réznicowej
zmian zanikowych i zmian typu IN2 i IN3. Czynnikiem znaczaco ograniczajacym warto$¢
diagnostyczna jest fakt, ze silna ekspresja tych markeréw wystepuje w ztuszczonych
nabtonkach z obrazem zmian reaktywnych, co moze prowadzi¢ do nadinterpretacji wartosci
odczynu i btednego rozpoznania stanu przednowotworowego. Ponadto, ekspresja tych
markeréw nie daje odpowiedzi na podstawowe z prognostycznego punktu widzenia pytanie:
czy podtozem ocenianych zmian jest zakazenie typem wirusa z grupy wysokiego ryzyka
neoplazji czy nie?

Poznanie mechanizméw komérkowych zaburzer molekularnych towarzyszacych infekcji
HPV umozliwito rozwdj nowych, bardziej swoistych metod diagnostycznych pomocnych

w rozpoznawaniu zmian przednowotworowych w nabtonku ptaskim szyjki macicy, pochwy

i sromu. Wprowadzono szereg testéw, w tym metody immunohistochemiczne, umozliwiajgce
identyfikacje poszczegdlnych podtypdéw wirusa HPV. Metody te jednak nie réznicuja infekcji
w formie episomalnej od przypadkdw, gdzie doszto do integracji wirusowego genomu

z DNA zainfekowanej komdrki, co jest warunkiem koniecznym dla procesu transformacji
nowotworowej.

Nowe mozliwosci w diagnostyce neoplazji wewnagtrznabtonkowych szyjki otworzyto
przeciwciato anty-p16. Biatko supresorowe p16 (INK4A) nalezy do rodziny inhibitoréw
cyklinozaleznych kinaz (CDK), ktére biorg udziat w regulacji cyklu komérkowego. Mutacje
genu kodujgcego biatko p16 wystepujg w czesci przypadkdw czerniaka, raka przetyku i raka
trzustki. Ujawniajace sie po zintegrowaniu z DNA zainfekowanej komdrki biatkowe produkty
gendéw wiruséw HPV wysokiego ryzyka E6 i E7 majag zdolno$¢ inaktywowania biatek p53
oraz Rb, kluczowych w procesie proliferacji komérkowej. Status komdérkowy biatka p16 jest
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uzalezniony od poziomu biatka Rb. Jego inaktywacja prowadzi do zwigkszonej akumulac;ji
p16 w komdrce, co mozna wykaza¢ barwieniem immunohistochemicznym z uzyciem
przeciwciata anty-p16.

Jak pokazuja liczne opracowania, biatko p16 charakteryzuje sie najwigkszg czuto$cig

w wykrywaniu neoplazji wewnatrznabtonkowych zaleznych od infekcji wirusami
brodawczaka z grupy wysokiego ryzyka. Nalezy jednak podkresli¢, ze biatko to nie

jest markerem dla wirusa HPV wysokiego ryzyka, lecz markerem identyfikujgcym
produkt infekcji z jego udziatem. Metoda ta umozliwia réznicowanie zmian wywotanych
wirusami wysokiego i niskiego ryzyka nowotworzenia. Nalezy jednak pamietac, ze

oceny ekspresji powinno sie dokonywaé w $cistej korelacji z morfologig zmiany. Uzycie
przeciwciata p16 nie wyklucza stosowania innych markerdéw takich jak Ki-67 lub Pro-
Ex-C, co wiecej, mozna je wykorzystaé, jako element wspdlnego panelu diagnostycznego.
Intensywnos$¢ i umiejscowienie reakcji ujawnia réznice w zaleznos$ci od typu ocenianych
zmian. Neoplazje wewnatrznabtonkowe wywotane infekcjg wirusem HPV wysokiego
ryzyka prezentujg intensywna, rozlang reakcje, natomiast intensywno$¢ barwienia

w zmianach typu IN1 lub odczynowych jest wyraZnie stabsza z ogniskowym charakterem
reakgcji. Miejsce wystgpienia reakcji precyzyjnie koreluje z obszarem objetym neoplazjg
wewnatrznabtonkowa, co utatwia stopniowanie zmian.

Obiecujacym obszarem do stosowania p16 jest diagnostyka cytologiczna zmian
przednowotworowych szyjki macicy. Metoda uzyta w tym celu umozliwia réznicowanie
zmian komdrkowych wywotanych infekcja typem wirusa niskiego i wysokiego ryzyka,
jak réwniez moze by¢ pomocna w okresleniu rzeczywistego stanu atypowych komérek
nabtonka ptaskiego o nieokreslonym znaczeniu (ASC-US) lub takich, u ktérych nie
mozna wykluczyé obecnosci zmian duzego stopnia (ASC-H). Algorytm postepowania

w rozpoznaniu ASC-US przewiduje powtdrzenie badania cytologicznego po uptywie szes$ciu
miesiecy, natomiast w przypadku rozpoznania ASC-H wymaga badania kolposkopowego
z pobraniem wycinkéw. Selekcja rozpoznan fatszywie pozytywnych na poziomie badania
cytologicznego moze w pierwszym przypadku wyeliminowa¢ stres pacjentek zwigzany

z oczekiwaniem na wynik powtérnego badania, a w drugim uniknaé kosztéw zwiazanych
z wykonaniem niepotrzebnych procedur.

Aktualne zalecenia CAP/ASCCP zalecajg stosowanie przeciwciata p16 jako
referencyjnej metody do diagnozowania HPV-zaleznych ptaskonabtonkowych zmian
przednowotworowych okolic anogenitalnych (srom, pochwa, szyjka macicy, pracie,
moszna). Sformutowane w protokole algorytmy ograniczajg zastosowanie oznaczania p16 do
nastepujacych sytuacji:
1. kategoryzacja statusu przednowotworowego neoplazji typu IN2,
2. diagnostyka réznicowa pomiedzy zmianami typu IN2 i IN3
3. rozstrzyganie przypadkéw watpliwych diagnostycznie przy zatozeniu, ze w kregu
réznicowym rozwazane jest rozpoznanie zmiany przednowotworowej w stopniu
IN2 lub IN3.

Protokét CAP/ASCCP nie zaleca uzycia przeciwciata p16 jako metody potwierdzajgce;j
rozpoznanie zmian jednoznacznych morfologicznie tj. IN1 lub IN3. Zastosowanie

E’

Aparat BenchMark

ULTRA

- system kolejnej generacji
do automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Aparat BenchMark GX

- system do
automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Aparat BenchMark XT

- system do
automatycznego
barwienia metodg
IHC/ISH
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przeciwciata anty-p16 w zmianach szyjki typu CIN2 ma na celu wyeliminowanie rozpoznan
fatszywie pozytywnych. Silna i uogélniona reakcja z uzyciem przeciwciata p16 ostatecznie
kategoryzuje zmiane, jako przednowotworowa, co determinuje decyzje terapeutycznag.
Pozwala to ona ograniczenie liczby wykonywanych w przypadku CIN2 procedur konizacji
lub resekcji petlowych szyjki macicy.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze zalecenia CAP/ASCCP ograniczajg sie jedynie do zastosowania
barwienia p16 w diagnostyce zmian ptaskonabtonkowych. Zasadnym wydaje si¢ jednak
rozszerzenie, zakresu stosowania tej metody do réznicowania zmian w nabtonku
gruczofowym szyjki macicy. Zmiany przedinwazyjne typu adenocarcinoma in situ (AIS)
szyjki macicy stanowig bardzo trudny problem diagnostyczny i w opinii wielu autoréw

sg czesto przeoczane. Ponadto, dane z piSmiennictwa wskazuja, ze zmiany typu AIS

moga wspotistnie¢ z wewnatrznabtonkowa neoplazja w nabtonku ptaskim nawet w 30%
przypadkéw. Uzycie anty-p16 moze by¢ pomocne w rozpoznaniu imitujgcych obraz AIS
przypadkéw nasilonej atypii reaktywnej nabtonka gruczotowego, prezentowanej w stanach
zapalnych szyjki macicy oraz obszarach ektopii gruczotowych. Ponadto barwienie na

p16 moze byé cennym uzupetnieniem panelu immunohistochemicznego dla wykrycia
pierwotnego raka gruczotowego szyjki macicy, pomocnym w réznicowaniu tego nowotworu
z pierwotnym rakiem gruczotowym trzonu macicy, jak réwniez w okresleniu pierwotnego
punktu wyj$cia raka gruczotowego w ogniskach przerzutowych.

Innym potencjalnym celem zastosowania anty-p16 moze by¢ diagnostyka réznicowa

zmian drobnogruczotowych w nabtonku szyjki i macicy, szczegélnie trudnych do

oceny w materiale wyskrobinowym. Przyktadem moze tu by¢ powszechnie znany

w patologii ginekologicznej problem réznicowania rozrostu drobnogruczotowego
endocervix z drobnogruczotowym wariantem raka $luzotwdérczego endometrium. Rozrost
drobnogruczotowy endocervix cechuje zmiennie intensywna, jednakze stata ekspresja p16,
co ufatwia wtasciwe typowanie tych trudnych diagnostycznie zmian.

Wiele z potencjalnych zastosowan testu na obecno$¢ p16 znalazto juz miejsce

w rekomendowanych algorytmach diagnostycznych. Niektére opracowania naukowe
wskazujg jednak na konieczno$¢ wypracowania ujednoliconej metody standaryzacji oceny
ekspres;ji reakcji z anty-p16. Nie zmienia to jednak faktu, ze biatko p16 jest najczulszym

ze stosowanych markeréw do oceny zmian przed i nowotworowych wywotanych

infekcjg typami wirusa HPV wysokiego ryzyka. Wymienione w niniejszym artykule
mozliwos$ci wykorzystania przeciwciata p16 promujg ten marker, jako cenne narzedzie

w ginekologicznej diagnostyce histopatologiczne;.
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Accu-Chek Active
Monitorowanie glikemii w obecnosci maltozy

E/

Najwyzszymi priorytetami dla Roche Diabetes Care sg doktadno$¢ pomiaréw Opmcowano na podstawie
i bezpieczenstwo pacjentéw. W zwigzku z tym na przetomie marca i kwietnia 2013 materiatow Wiasnych Roche
w Polsce zostaty wprowadzone do obrotu testy paskowe Accu-Chek Active z ulepszona,
zaawansowang reakcja chemiczng. Obecnie system do monitorowania glikemii Accu-Chek
Active moze by¢ bezpiecznie uzywany u oséb:
® leczonych przy zastosowaniu $rodkéw zawierajgcych maltoze, ktdra jest obecna
w niektérych preparatach immunoglobuliny oraz
* leczonych metoda dializy otrzewnowej z zastosowaniem roztworéw zawierajacych
ikodekstryne, takich jak roztwdr dializacyjny EXTRANEAL™.
Opakowanie testéw paskowych z zaawansowanymi rozwigzaniami chemicznymi Accu-Chek
Active jest oznaczone zielonym prostokatem, ? ktory informuje, ze obecno$¢ maltozy
nie ma klinicznie istotnego wptywu na testy.

@ Przykiady opakowan
testéw paskowych Accu-Chek
Active z zaawansowanymi
rozwigzaniami chemicznymi

TESTY PASKOWE ACCU-CHEK ACTIVE Z ZAAWANSOWANYMI
ROZWIAZANIAMI CHEMICZNYMI

Dzieki wykorzystaniu molekularnych technik klonowania firma Roche Diabetes Care
wyprodukowata enzym Mut. Q-GDH2. Dzieki temu enzymowi pacjenci, u ktérych
stosowane sg leki zawierajgca maltoze lub terapia prowadzaca do jej wytworzenia, moga
by¢ pewni, ze pomiar stezenia glukozy bedzie prawidfowy.

Test paskowy Accu-Chek Active mierzy glikemie wykorzystujagc metode fotometrii. Po

natozeniu kropli krwi na test paskowy zmodyfikowana dehydrogenaza glukozy utlenia

glukoze. Podczas reakcji réwnowazniki produktéw redukcji sa przekazywane do mediatora

i wskaznika, ktéry zmienia kolor. Ta mierzona fotometrycznie zmiana zabarwienia Accu-Chek Active

odpowiada stezeniu glukozy obecnej w prébce krwi. - aparat do samodzielnego
monitorowania glikemii
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INTERFERENCJA WYWOLANA MALTOZA

Fizjologicznie maltoza nie wystepuje we krwi. Spozyta maltoza jest w jelicie hydrolizowana
do glukozy przed wchtanianiem. Maltoza pojawia sie we krwi pacjentéw otrzymujgcych
pozajelitowo leki, ktdre jg zawierajg, takie jak niektdre preparaty immunoglobulin. Ponadto
ikodekstryna, uzywana w ptynach dializacyjnych, gdy jest podawana pozajelitowo, co ma
miejsce przy podawaniu $rédotrzewnowym w trakcie dializy otrzewnowej, ulega przemianie
do matych polimeréw glukozy (czasteczki maltozy (G2), maltotriozy (G3) i maltotetrozy
(G4)). W testach ze zwigzkami chemicznym podatnymi na wptyw maltozy polimery te s
btednie interpretowane jako glukoza.

STEZENIA MALTOZY ISTOTNE KLINICZNIE
Przeprowadzono badania kliniczne, ktérych celem byta ocena potencjalnych stezer maltozy
W 0soczu przy zastosowaniu réznych terapii. Poniewaz maltoza nie wystepuje w osoczu
krwi w znaczacych poziomach jako wynik diety, odpowiednie badania oceniaty:
¢ dozylne podanie maltozy osobom z prawidtowa czynno$cia nerek
® zastosowanie roztworéw do dializy otrzewnowej zawierajacych ikodekstryne

(np. EXTRANEAL™).

WYNIKI UZYSKANE PRZY UZYCIU TESTOW PASKOWYCH ACCU-CHEK ACTIVE
Z ZAAWANSOWANYMI ROZWIAZANIAMI CHEMICZNYMI

Aby przedstawi¢ charakterystyke zaawansowanych rozwigzan chemicznych, na testy
paskowe Accu-Chek Active natozono krew zawierajgca 360 mg/dl maltozy (10,5 mmol/L).
Test przeprowadzono wykorzystujgc trzy reprezentatywne partie testéw Accu-Chek Active
(Mut. Q-GDH 2).

Do testu przygotowano probki heparynizowanej krwi zylnej z warto$ciami hematokrytu
natywnego na poziomie 41-46% oraz dwoma réznymi stezeniami glukozy (50-100 mg/dI
oraz 200-350 mg/dl, zgodnie z proponowanymi poprawkami do normy EN ISO 15197 (ISO/
DIS 15197:2011).

Kazda prdébka oznaczana byta jednokrotnie na dziesieciu glukometrach za pomoca kazdej
serii testow paskowych. Puste prébki zawierajgce tylko rozpuszczalnik dla roztworu maltozy
(0,9% NaCl) oznaczano réwniez jednorazowo na dziesieciu glukometrach dla kazde;j serii
testéw paskowych. Pomiary wykonywano zaréwno przy naktadaniu prébki krwi na test
umieszczony w aparacie jak réwniez przy naktadaniu prébki krwi poza glukometrem.

Dla kazdego stezenia glukozy obcigzenie indywidualne, Srednie obcigzenie dla serii testéw
(n=10) i obciazenie systemowe we wszystkich 3 seriach paskéw (n=30) w stosunku

do warto$ci odniesienia ($rednia wynikéw analogicznej $lepej préby) zostaty obliczone

i zaznaczone na rycinie 2 (test paskowy w aparacie) oraz rycinie 3 (test paskowy poza
aparatem). Dane z badan wiasnych.
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WNIOSKI

W zwiazku z poprawa swoisto$ci testy paskowe Accu-Chek Active z wykorzystaniem
zaawansowanych rozwigzan chemicznych wolnych od wptywu maltozy moga by¢
stosowane przez pacjentéw przyjmujacych leki zawierajgce maltoze lub poddanych terapii
wytwarzajgcej maltoze. Pacjenci ci otrzymajg wiarygodne wyniki pomiaru stezenia glukozy
z wiasciwg doktadnoscia.

© Systemowe ociazenie,
$rednie obcigzenie dla serii

i obciazenie indywidualne

— maltoza, 360 mg/dl, test
w aparacie

© Systemowe ociazenie,
$rednie obcigzenie dla serii

i obcigzenie indywidualne

— maltoza, 360 mg/dl, test
poza aparatem

Accu-Chek Active
- aparat do samodzielnego
monitorowania glikemii
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System cobas b 101

Oznaczanie hemoglobiny glikowanej i profilu lipidowego.

Udowodniona wartos¢ medyczna wyniku.

Wyjatkowy, przenosny system cobas b 101
do monitorowania ryzyka zwiazanego

z cukrzyca oraz wspétistniejacej dyslipidemii
i choréb uktadu krazenia.

COBAS i LIFE NEEDS ANSWERS sg znakami
towarowymi nalezacymi do Roche
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