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Aktualnosci

“

— Szanowni Panstwo!
o
¥y Wykorzystanie Polskiej Prezydencji w Radzie Unii Europejskiej 2011 do wyréwnywania
H LUll.eu  szans w systemie ochrony zdrowia, pod takim hastem odbyta sie niedawno konferencja
zorganizowana przez Izbe Producentéw i Dystrybutoréw Diagnostyki Laboratoryjne;.

Hasto przewodnie Il FORUM IVD brzmiato ,Diagnostyka zdrowia a zdrowa diagnostyka”.
Wydarzenie to uzyskato patronat polskiej prezydencji w Unii Europejskie;j.

‘Wd I_ Partnerami konferencji byty stowarzyszenia i organizacje: Polskie Towarzystwo
Diagnostyki Laboratoryjnej, Krajowa lzba Diagnostow Laboratoryjnych, Polskie
ﬁh;.ﬂc'm'(ig, ) Towarzystwo Mikrobiologéw oraz Kolegium Medycyny Laboratoryjnej w Polsce.
) &
;I RI )Y . _ o
.’3‘ DL\ 3 Organizatorzy stwierdzili, ze zaséb informacji diagnostycznej, pozyskiwanej dla celéw
3 & medycznych, jest w Polsce kilka razy mniejszy niz srednia europejska. W zwigzku z tym

Ty o stwarza to powazne ograniczenia we wczesnym i szybkim diagnozowaniu pacjentéw
oraz podejmowaniu wtasciwych decyzji dotyczacych leczenia. Wptywa to réwniez

na poziom ryzyka ponoszonego przez polski system ochrony zdrowia, gdyz wzrasta
skuteczno$¢ dochodzenia praw naleznych pacjentom. Dlatego zwigkszone korzystanie
z szeregu badan laboratoryjnych przyniostoby znaczgca poprawe sprawnosci systemu
ochrony zdrowia i wigkszg efektywno$¢ wydatkéw publicznych.

W konferencji wzieto udziat wielu wybitnych przedstawicieli polskiego i europejskiego
$rodowiska medycznego, m.in. Adam Fronczak (wiceminister zdrowia RP),

prof. dr hab. Leszek Czupryniak (prezes PTD), prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz
(przewodniczaca PTM), prof. dr hab. Jan Kanty Kulpa (konsultant krajowy ds. diagnostyki
laboratoryjnej), prof. dr hab. Jerzy Naskalski (prezes KMLwP), dr Ewa Puacz

(prezes KIDL), prof. dr hab. med. Bolestaw Samolinski (przewodniczacy podkomisji

ds. priorytetéw MZ; Wiceprzewodniczacy Grupy Roboczej Polskiej Prezydencji

' w Radzie UE), dr Jiirgen Schulze (prezydent EDMA), Bogdan Solnica (prezes PTDL)

i wiele innych osobistosci. Szczegdty programu dostepne sg na stronie:
http://www.ipddl.pl . Fotoreportaz na ostatniej stronie LF.

N Goraco popieramy tego typu wydarzenia, jesteSmy przekonani, ze podobne inicjatywy
lpd moga z powodzeniem wzbogaci¢ program dziatania Polskiej Prezydencji w Radzie Unii
Europejskiej.

Spis tresci: Zachecam do lektury biezgcego numeru, zycze mitych wakacji i udanego odpoczynku.
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Zakazenie HSV - rzeczywistos¢

E”/

Anna Boron-Kaczmarska, Katedra i Klinika Chorob Zakaznych i Hepatologii Pomorskiego Uniwersytetu

Medycznego w Szczecinie

Wirus opryszczki pospolitej (Herpes simplex virus, HSV; HHV) to szeroko
rozpowszechniony drobnoustrdj dobrze adaptujgcy sie do organizmu gospodarza (faza
latenciji), ktory jednak powodowaé moze szereg réznych choréb.

Wyrdznia sie dwa typy wirusa, tj. Herpes virus typ 1 (HSV-1) oraz Herpes virus typ 2
(HSV-2). Obydwa typy sa filogenetycznie podobne, réznig sig jednak epidemiologia.
HSV-1 powoduje czesto chorobe zlokalizowanag w obrebie twarzy lub jamy ustnej,
natomiast HSV-2 — w obrebie narzadéw ptciowych. Lokalizacja zmian opryszczkowych
nie wskazuje jednak, ktdry z typdw wirusa jest tutaj czynnikiem sprawczym.

EPIDEMIOLOGIA

Ponad 80% zakazen HSV ma przebieg bezobjawowy. Objawowa infekcja moze mieé

zréznicowany przebieg kliniczny niekiedy z rozwojem choroby zagrazajacej zyciu

chorego.

Z uwagi na znaczne rozpowszechnienie zakazenia HSV w populacji ludzi oraz wynikajgce

z tego faktu konsekwencje zdrowotne dotykajace zwtaszcza noworodkéw - infekcja

wirusem HSV nalezy do istotnych probleméw zdrowia publicznego.

Zakazenie HSV przenosi sie wérod ludzi poprzez kontakt bezposredni z uwagi na fakt,

ze wirus obecny jest w $linie, tzach, wydzielinie narzgdéw pfciowych i innych ptynach

ustrojowych. W oparciu o dostgpne dane epidemiologiczne, przyjmuje sig, ze ryzyko

infekcji wynikajace z kontaktu z osobg zakazong siega 80%.

Wyréznia sig trzy typy epizoddw opryszczkowych:

1. Pierwotne zakazenie — okres wylegania waha sie od 5 do 15 dni. Zakazenie moze mieé
charakter subkliniczny

2. Reaktywacja zakazenia — objawy kliniczne w wyniku aktywaciji latentnego zakazenia
HSV

3. Inicjacja lub pierwotne zakazenie — zakazenie klinicznie jawne lub bezobjawowe
dotyczace tej okolicy ciafa, ktéra poprzednio nie byta miejscem posadowienia wirusa.

Istnieje ryzyko przeniesienia zakazenia (autoinokulacja) z jednego miejsca ciata na

drugie, np. poprzez drapanie zmiany chorobowej. Uwaza sig, ze zakazenie HSV-1 dotyczy

gtownie gérnych czesci ciata, natomiast zakazenie HSV-2 - dolnych czesci ciata.

Ale tez okoto 40% izolatéw wirusa ze zmian opryszczkowych okolic narzagdéw ptciowych

to HSV-1; natomiast ze zmian chorobach okolicy twarzy — 5% izolatéw to HSV-2. Nalezy

zatem podkresli¢, ze wirusy HSV-1 i HSV-2 moga by¢ odpowiedzialne za opryszczke

narzaddéw ptciowych i stanowié przyczyne zréznicowanych epizodéw chorobowych,

réwniez o ciezkim przebiegu klinicznym.

Pierwotne zakazenie najczes$ciej ma miejsce do 5. roku zycia dziecka oraz w okresie

dojrzewania. Nawracajace zakazenie HSV dotyczy natomiast okoto 45% zakazonych

doustnie i 60% - zakazonych drogg ptciowa. Opryszczkowe zmiany oczne u okoto 40%

pacjentéw sg objawem reaktywacji juz istniejgcej infekcji. Najwigkszym problemem

klinicznym jest jednak choroba opryszczkowa noworodkéw prowadzaca niekiedy do

zgonu. Cigzarne z pierwotnym zakazeniem HSV stanowig zagrozenie dla swojego dziecka

w okoto 30-50%, natomiast kobiety w cigzy z nawrotowg opryszczka — w okoto 3%.

PATOMECHANIZM

Infekcja HSV, obok wymienionych powyzej postaci klinicznych jak pierwotne zakazenie,
reaktywacja zakazenia czy nadkazenie charakteryzuje sie takze neurowirulencja, tj.
zdolnoscig do inwazji i replikacji w uktadzie nerwowym.
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Podczas pierwotnego zakazenia majg miejsce nastgpujace zjawiska:

® zakazenie powierzchownych warstw skéry i bton $luzowych wtgczajgc: rogéwke,
jame ustng, narzady pfciowe i skére

® inwazja lokalnych neurondéw czuciowych

@ trwajaca cate zycie latencja w zwojach nerwow czuciowych (krzyzowy zwéj przy
zakazeniu HSV-2) i w zwoju nerwu tréjdzielnego — przyczyna nawracajacych
opryszczek wargowej i/lub oczne;j.

W okresie latencji, wirus nie jest aktywny, tj. nie wykazano zjawiska replikacji HSV.

Reaktywacji zakazenia HSV sprzyjaja takie czynniki jak: zmiany hormonalne, stres,

ekspozycja na promienie ultrafioletowe, podréze i inne czynniki ostabiajace odporno$é

zakazonego.

OBRAZ KLINICZNY ZAKAZENIA HSV

Kliniczne konsekwencje zakazenia HSV sg wysoce zréznicowane i wahaja sig od
bezobjawowego zakazenia do zagrazajacych zyciu choréb jak opryszczkowe zapalenie
mozgu lub choroba opryszczkowa noworodkdw. Nawracajgce zakazenia innym typem
HSV s3 czesto postrzegane w praktyce klinicznej.

Postaci kliniczne choroby opryszczkowe;j:

opryszczkowe zapalenie jamy ustnej

opryszczka wargowa (tzw. ,,zimno”)

opryszczka oczna

opryszczka narzadéw piciowych

inne postaci opryszczki skornej

zapalenie opon médzgowo-rdzeniowych

opryszczkowe zapalenie mdzgu

choroba opryszczkowa noworodkéw

Standardowa terapia przeciwwirusowa zmniejsza objawy choroby HSV skracajac tym
samym czas utrzymywania sie zmian chorobowych. Aktualnie nie ma mozliwosci
wyleczenia z infekcji tym wirusem.

Zakazenie wirusem opryszczki pospolitej jest szczegolnie niebezpieczne dla kobiet

W cigzy z uwagi na powazne konsekwencje zdrowotne dotyczace ptodu lub noworodka.
Przeztozyskowa transmisja HSV przed 20. tygodniem cigzy prowadzi do poronienia

u 25% ciezarnych. Infekcja w pdzniejszym okresie cigzy moze byé przyczyng zakazenia
wewnatrzmacicznego dziecka. Objawowa infekcja lub bezobjawowe pierwotne zakazenie
przysztej matki wspofistniejg z ryzykiem porodu przedwczesnego i zaburzeniami rozwoju
ptodu. Reaktywacja zakazenia HSV u matki nie stwarza ryzyka uszkodzenia ptodu.

U noworodkéw, w przypadku kazdej choroby pecherzykowej nalezy podejrzewaé
zakazenie HSV.

ROZPOZNAWANIE ZAKAZENIA HSV U KOBIET CIEZARNYCH | NOWORODKOW
Standardowe metody potwierdzajgce zakazenie wirusem opryszczki pospolitej obejmujg
zaréwno badania serologiczne jak i wirusologiczne. Niestety, w niektérych przypadkach
rozpoznanie zakazenia HSV jest utrudnione gtéwnie ze wzgledu na naturalny przebieg
zakazenia tym drobnoustrojem. Rozpoznanie nawracajacego zakazenie czy reinfekcji
HSV wymaga zastosowania specjalnych procedur i dlatego tez najbardziej przydatne

w diagnostyce jest badanie wymazu ze zmian skornych zlokalizowanych w obrebie
narzgdow ptciowych. (Rycina 1)
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Objawy kliniczne sugerujace
opryszczke narzadow piciowych

Test w kierunku Izolacja wirusa
swoistych IgG, IgM ze zmian chorobowych
IgM(-) IgM(+) 19G(-) | |IgM(+) IgG(+) Dodatni Ujemny
I9G(-) Pierwotne Reaktywacja Zakazenie. Prawdopodobnie
Powtdrzenie zakazenie lub Typowanie wirusa brak zakazenia
badania Powtorzenie re-infekcja Kontrola noworodka
badania

z préba izolacji wirusa
ze zmian skérnych,

oczu,
jamy nosowo-gardtowej
1aM(-) 1aG(- ewentualnie z ptynu
B?ak(z;kg?e(n)ia Typ 1 Typ2 mézgowo-rdzeniowego
Badanie noworodka
w kierunku
swoistych IgM
IgM(+) IgG(-) IgM(+) IgG(+)
Przeciwciata Pierwotne zakazenie
nieswoiste

Izolacja wirusa mozliwa jest w okresie 2-4 dni po pobraniu wymazu ze zmian
opryszczkowych skory, jamy gardtowej lub okolic narzgddw ptciowych.

Technika polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR) umozliwia prawidfowe rozpoznanie
zakazenia HSV zwiaszcza w przypadkach bez wyraznej manifestacji klinicznej i braku
izolacji wirusa z pobranego materiatu biologicznego. Nalezy podkresli¢, ze przy
podejrzeniu zakazenia HSV, badanie PCR moze by¢ technikg zbyt czutg aby okresli¢
rzeczywistg reaktywacje; nadal nie ma tez potwierdzen, czy dodatni wynik polimerazowej
reakcji tancuchowej u chorego, u ktérego badanie wirusologiczne (izolacja) byto
negatywne $wiadczy o przebytym zakazenia. Interpretacja wynikéw metody PCR

w odniesieniu do zakazenia HSV wymaga zatem $cistej wspotpracy lekarza — praktyka
i diagnosty.

W pierwotnym zakazeniu HSV, swoiste przeciwciata pojawiajg sie w okresie 4-7 dni po
zakazeniu i osiggajg szczyt po 2-4 tygodniach. Przeciwciata utrzymujg sie w surowicy
krwi przez cate zycie osoby zakazonej z niewielkimi wahaniami miana.

Swoiste IgM, ktére ujawniajg sie po pierwotnym zakazeniu HSV sg takze wykrywane
w okresie nawracajacej infekcji.

HSV-1 oraz HSV-2 posiadajg powierzchniowe glikoproteiny (gG2 i gG1), ktére to sg
gtéwnym epitopami reagujgcymi ze swoistymi przeciwciatami. Mozliwos$é reakcji
krzyzowych przeciwciat z glikoproteinami innego typu wirusa moze utrudniaé
rozpoznanie typu zakazenia w oparciu o testy serologiczne.

lipiec 2011 LabForum

,'_/

Rycina 1. Proponowany schemat
diagnostyczny zakazenia HSV
u kobiet w ciazy
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Diagnostyka laboratoryjna zakazen HSV i ocena statusu immunologicznego

HSV IgG

Podstawowe testy przesiewowe z wykorzystaniem techniki ELISA
nie réznicujg zakazenia HSV-1 i HSV-2. Wykorzystywane sg przede
wszystkim w rozpoznawaniu zakazenia pierwotnego u osoby
uprzednio serologicznie ujemne;.

Swoiste testy HSV-
IgG

Wiekszos¢ tych testow umozliwia rozpoznanie zakazenia
okreslonym typem wirusa, stosuje sig do tego celu metode ELISA
lub bezposrednig immunofluorescencje.

Nowe, specyficzne testy ECLIA umozliwiajg réznicowanie HSV-2 z HSV-1
w oparciu o ocene glikoproteiny gG1 i gG2. Przydatnos¢ tych testow jest
szczegolnie istotna w rozpoznawaniu zmian opryszczkowych narzagdéw
ptciowych przy ujemnym wyniku badania wirusologicznego (izolacja
wirusa) i uiemnym wyniku polimerazowej reakcji tarnncuchowej (PCR).
Technika Western Blot jest najbardziej czutg i swoistg technikg
laboratoryjng umozliwiajacg rozpoznanie zakazenia okreslonym typem
wirusa opryszczki pospolitej. Z uwagi na koszty, mozliwa jest do
wykorzystania w okreslonych sytuacjach klinicznych; przeprowadzenie
badania zajmuje od 2 do 5 dni.

HSV-IgM

Poszukiwanie swoistych przeciwciat przeciwko HSV w klasie IgM
wykorzystuje metode ELISA i immunofluorescencje. Z uwagi na
przetrwaty charakter zakazenia HSV oraz czeste reaktywacije, znajduje
zastosowanie gtéwnie w badaniu noworodkoéw i dzieci. Uiemny
wynik nie wyklucza zakazenia wirusem opryszczki pospolite;.

Izolacja wirusa

Wirus ma labilng strukture, stagd uzyskanie ewentualnego
pozytywnego wyniku wymaga odpowiedniego pobrania,
przechowywania i transportu materiatu biologicznego do pracowni
wirusologicznej. Rzadko wykorzystywana w praktyce kliniczne;j.

Bezposrednie
wykrycie HSV

To szybka technika umozliwiajagca wykrycie wirusa w wymazie ze zmian
skornych z wykorzystaniem techniki ELISA lub immunofluorescencji
bezposredniej. Jest jednak mniej czuta niz inne metody.

Wykrywanie materiatu
genetycznego HSV
(HSV-DNA) metoda
polimerazowej reakcji
tancuchowej (PCR)

PODSUMOWANIE

Wysoce czuta i swoista technika umozliwiajgca potwierdzenie
zakazenia zwtaszcza w probkach zawierajacych niewielkie ilosci
wirusa. W zakazeniu o$rodkowego uktadu nerwowego, technika ta
jest szczegolnie przydatna.

Wrodzone zakazenie HSV, podobnie jak i choroba opryszczkowa noworodkow sg
spowodowane gtéwnie zakazeniem typem 2 (HSV-2). Jednak w ostatnich latach,
obserwuje sig takze opryszczke narzaddéw ptciowych wywotang zakazeniem wirusem

typu 1 (HSV-1). Pierwotne zakazenie matki, podobnie jak i bezobjawowa infekcja cigzarnej
stwarzajg ryzyko poronienia czy zaburzen rozwoju ptodu; zakazenie dziecka podczas
porodu moze spowodowac ciezka chorobe noworodka.

Prawidtowe rozpoznanie zakazenia HSV u matki oraz okreslenie fazy infekcji, zaréwno

u kobiety, jak i noworodka sg niezbedne dla wdrozenia odpowiedniego, wczesnego leczenia.
Izolacja wirusa ze zmian opryszczkowych narzagdéw pfciowych rozstrzyga o rozpoznaniu
zakazenia. Badania serologiczne sg przydatne, ale z uwagi na ewentualng obecnos$é
heterogennych przeciwciat nie spetniajg w petni swoich zadan diagnostycznych. Swoiste
przeciwciata w klasie IgG powinny by¢ oznaczone celem okreslenia potencjalnej infekcji
nawrotowej u matki.

Izolacja wirusa, okreslenie antygenu lub materiatu genetycznego HSV w badanym
materiale biologicznym umozliwiajg szybkg, specyficzng diagnostyke reaktywacji zakazenia.
Zakazenie noworodka powinno by¢ rozpoznawane w oparciu o obraz kliniczny oraz
badanie wirusologiczne lub badanie PCR. W przypadku zakazenia uogélnionego,
przydatne jest wykorzystanie oceny IgM HSV.
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Postepy w technologii PCR

w czasie rzeczywistym (real-time PCR), cz. |

POSTEP W TECHNOLOGII RT-PCR

Poprawa swoistosci

Sita technologii PCR lezy w zdolno$ci do wykrywania matych iloéci sekwencji
docelowej z ogromng czutoscia. Jako ze czutosé i swoisto$¢ metody PCR to

parametry silnie ze sobg powigzane, wysitki naukowcéw z RMD koncentrujg sie na
poprawie swoistosci technologii PCR, by méc w petni wykorzystaé jej potencjat. Mata
swoisto$¢ amplifikacji moze mie¢ zty wptyw na wykrywanie sekwencji docelowej,

jezeli w wyniki u nieswoistych reakcji powstang produkty, ktérych synteza zuzyje
sktadniki konieczne do przeprowadzenia wtasciwej reakcji PCR, takie jak startery czy
deoksynukleotydotrifosforany (dNTPs).

Specyficzna amplifikacja jest niezwykle istotna w przypadku testow typu multiplex, choé
swoistos¢ w tym przypadku zwiekszona jest na poziomie detekcji poprzez zastosowanie
specjalnych sond, tym niemniej wspétzawodnictwo o skfadniki reakcji w przypadku
niespecyficznej amplifikacji mogtoby niekorzystnie wptyngé¢ na efektywno$¢ amplifikacji
sekwencji poszukiwanej, zwtaszcza w sytuacji, gdy liczba jej kopii w badanej prébce
bytaby niewielka.

W dziale RMD opracowano kilka specjalnych udoskonalen technologii RT PCR
dotyczacych:

® Enzymoéw typu ,hot start”

® Inzynierii chemicznej kwaséw nukleinowych

® Parametréw temperatury PCR

® Specyfiki genotypowej

Metody te, opracowane i/lub wykorzystywane przez naukowcéw z RMD, staty sig
ztotym standardem w technologii RT PCR, objete sg licencjami i na zasadzie licencji
udostepniane innym firmom z branzy diagnostyki molekularne;.

Ulepszenia chemiczne i enzymatyczne

Naukowcy firmy Roche odkryli i opracowali wiele podstawowych technologii, ktére
umozliwity badanie kwaséw nukleinowych, a w szczegdlnosci chodzi tu o samag
technologie PCR, polimeraze Taq, systemy detekcji w RT PCR. {8 Opracowanie
technologii RT PCR z wykorzystaniem barwnika i sondy do generowania specyficznego
sygnatu detekcji podczas odbywajacej sie amplifikacji byto przetomowym krokiem, ktéry
pozwolit na analizeg ilosciowa kwaséw nukleinowych. Aspekty chemiczne i enzymatyczne
starteréw i sond w celu opracowania jeszcze bardziej czutych, specyficznych i prostych
do przeprowadzenia testéw w wersji automatycznej i ztozonej jako testy typu multiplex
sg ciggle udoskonalane.

Wybor wtasciwych celéw dla starterow

Wybér sekwencji docelowych dla starteréw i sond wykorzystywanych w reakcjach PCR
jest poprzedzony doktadnymi analizami sekwencji genoméw wirusowych i bakteryjnych
dostepnych w bazach danych, a takze badaniami sekwencji dla poszczegélnych
genotypow i subtypdéw. W przypadku RNA wirusa HIV-1 zestawy starteréow i sond zostaty
wybrane dopiero po dokfadnym przeszukaniu i analizie wszystkich dostepnych baz do
oceny przydatnosci potencjalnych regionéw genomu wirusa HIV-1 do amplifikacji PCR.
Wobec rozbudowujacych sie ciggle baz danych o sekwencjach genomowych, coraz
doktadniejszemu zdefiniowaniu réznych genotypéw, jak réwniez miejsc odpowiednich
dla rekombinacji, mozliwe jest, ze w przysztosci oferowane beda testy z jeszcze lepiej
dobranymi sekwencjami docelowymi.
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Opracowanie zlotego standardu

dla real-time PCR

Naukowcy z Dziatu Diagnostyki
Molekularnej Roche (RMD) rozwijajg

i udoskonalajg technologie taricuchowej
reakcji polimerazy (PCR), zaréwno
reakcji standardowej PCR oraz PCR

w czasie rzeczywistym (real-time PCR).
Polgczylismy innowacyjne techniki
biochemiczne z tym, co najlepsze

w technologii PCR, by uzyskac
najlepsze polgczenie — prosty test

z petng automatyzacjg.

[ \
—-_— —

Analizator cobas

TagMan 48

- automatyczna
amplifikacja PCR

i detekcja w czasie
rzeczywistym (real time

PCR) dwéch testéw
rownoczesnie
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Poprawa specyficznosci multipleksowej
amplifikacji fragmentoéw genu p53

z wykorzystaniem polimerazy EagleTaq
Rysunek 1

Gorne prazki — amplikony egzonéw 4

(365 par zasad) i 5 (272 pary zasad) genu p53
Dolny prazek — B-aktyna jako kontrola wewnetrzna
(117 par zasad)

Sciezki 1i2 - polimeraza EagleTaq

Sciezki 3 i 4 - polimeraza Taq

Sciezka 5 — kontrola bez polimerazy

Sciezka 6 - MW marker wielkosci

Projektowanie testow o wysokiej tolerancji na zmiennos$¢ sekwencyjna

Zmienno$¢ sekwencyjna w prébkach biologicznych stanowi duze wyzwanie dla technologii

w diagnostyce in vitro wykorzystujgcych techniki hybrydyzacji kwaséw nukleinowych.
Naukowcy firmy Roche opracowujg wysokiej jakosci testy wykazujgce tolerancje na znang

i nieznang jeszcze zmiennos$¢ sekwencyjna. Przykfadem moga by¢ rozwigzania, ktére pozwalajg
oming¢ problem zmiennosci sekwencyjnej.

POPRAWA SPECYFICZNOSCI
1. Enzymy z funkcja ,,hot start”
W celu zwiekszenia specyficznosci testow w wielu z nich zastosowano technologie
L+hot start”, gdzie najistotniejsze komponenty reakcji sg nieaktywne lub niedostepne do
momentu uzyskania odpowiednio wysokiej temperatury reakcji. Gtéwnym czynnikiem
pozwalajgcym w ten sposob kontrolowa¢ niespecyficzng amplifikacje sg kowalencyjne
modyfikacje w polimerazach DNA ©'%(TaqGold, EagleTaq, Z05Gold). Enzymy te to
polimerazy DNA chemicznie
zmodyfikowane w grupie
g-aminowej tancuchoéw bocznych
lizyny.
Ta odwracalna modyfikacja
kowalencyjna pozwala pozostaé
bp  €nzymowi w stanie nieaktywnym
500 W niskich temperaturach,
400  kiedy to najczesciej dochodzi
300  do powstawania nieswoistych
produktéw PCR. W odpowiednio
wysokiej temperaturze element
warunkujgcy kowalencyjng
modyfikacje ulega hydrolizie, co
reaktywuje polimeraze i umozliwia
rozpoczecie reakcji PCR. Pionierski
wynalazek ,hot start” wydatnie
poprawit specyficzno$¢ amplifikacji
(Rys. 1).

EagleTaq Taq

-100

p53 egzon 4
p53 egzon 5

200

B-aktyna
100

2. Nowa metoda uzyskania efektu , hot start” z wykorzystaniem aptameréw
Inng metodg przeprowadzenia reakcji w wersji ,hot start” jest zastosowanie aptamerow.
Aptamery to mate oligonukleotydy, ktérym unikatowa struktura drugo- i trzeciorzedowa
umozliwia bardzo efektywne wigzanie sie do miejsc aktywnych enzymoéw w niskich
temperaturach. W wyzszych temperaturach struktura drugo- i trzeciorzedowa aptameru
ulega denaturacji, co pozwala na jego odtgczenie od kompleksu enzymatycznego (Rys. 2).
We wspoipracy z naukowcami z firmy NeXsar Pharmaceuticals specjalisci firmy Roche
opracowali aptamery, ktdre silnie wigzg i hamujg polimerazy zwykle wykorzystywane

w reakcjach PCR. Wcze$niej zidentyfikowane aptamery zostaty dodatkowo
zmodyfikowane w taki sposéb, aby osiggnaé¢ optymalng temperature hamowania
aktywnosci polimerazy. W przeciwienstwie do kowalencyjnie modyfikowanych enzymoéw,
aptamery nie wymagajg w celu aktywacji wydtuzonego czasu inkubacji w wysokiej
temperaturze (np.10 min. w 95°C). Jest to niezwykle istotne przy pracy z wrazliwymi na
dziatanie temperatury czasteczkami RNA np. w przypadku wiruséw HIV lub HCV.
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Obie metody wykorzystania efektu ,hot start” — zaréwno przez zastosowanie modyfikacji
kowalencyjnych enzymow, jak i uzycie aptameroéw, uczynity te testy niezwykle odpornymi
na zaktdcenia, co z kolei umozliwito ich automatyzacje (Rys. 3).

3. Modyfikacje chemiczne starterow dla zwiekszenia swoistosci amplifikacji

Dodatkowa metodg zapobiegania powstawaniu niespecyficznych produktow amplifikacji

sg kowalencyjne modyfikacje koncow 3’ starteréw. Poprzez umieszczenie bocznych grup

alkilowych w zasadzie azotowej zlokalizowanej w duzej bruzdzie czasteczki w obrebie

lub w poblizu konca 3’ startera mozna poprawi¢ specyficzno$c¢ reakeji PCR "2, Poprzez

dodanie takiego ,tadunku” do konca 3 startera, modyfikacja z uzyciem grup alkilowych

powoduje, iz dimery starteréw praktycznie nie powstajg (Rys. 4). PCR z efektem ,,hot start”

Prawidtowo przytaczone do amplifikowanej nici zmodyfikowane startery moga byé - specyficzna modyfikacja
z wykorzystaniem aptameru

wydtuzane tak samo efektywnie jak startery niezmodyfikowane. Rysunek 2

System ,hot start” z wykorzystaniem aptameru.

W niskiej temperaturze aptamer przybiera strukture
+szpilki do wioséw”, ktéra wigze sig i dezaktywuje
polimeraze DNA, zapobiegajac amplifikacji.

W wysokiej temperaturze struktura ,szpilki

do wtoséw” ulega modyfikacji a czasteczka
aptameru odtacza sie od polimerazy, umozliwiajac
amplifikacje.

Witk Aptamed

Rysunek 3

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

przeprowadzona dla materiatu genetycznego

wirusa HIV z wykorzystaniem polimerazy DNA

Z05 w obecnosci oraz przy braku aptameru,

zakonczona 6-godzinng inkubacjg w temp. 37°C

dla sprawdzenia stabilnosci produktéw reakcji.

Wyraznie widoczne polepszenie parametrow reakcji

0 I 30 © 50 #®  po zastosowaniu aptameru (wyzsza wydajnosé¢
Cycles i wartos¢ Ct).

Mo Aptamer

Alkilowane startery - struktura

Rysunek 4

Model strukturalny zmodyfikowanego startera

potaczonego z polimeraza Tag. Miejsca

obcigzeniowe w duzej bruzdzie DNA z dala od

miejsca aktywnego enzymu.

Wydtuzanie zmodyfikowanego startera potagczonego

z matryca jest niezaktécone. Ewentualne, wczesniej

utworzone dimery starteréw wg tego modelu nie

moga by¢ wydfuzane ze wzgledu na przeszkody
e steryczne dwach grup tert-butyl-benzylowych
zaréwno na zasadach nalezacych do startera, jak

4.9+ i do matrycy. Prowadzi to do znacznego wzrostu
4.4 4 ¥ alkylated specyficznosci i czutosci reakcji.
g 1.
§ 1.4, Krzywe reakcji w systemie TagMan®
g z wykorzystaniem zmodyfikowanych
=2 294 i niezmodyfikowanych starterow
E 3.4 Rysunek 5
g Wozrost efektywnosci amplifikacji i detekcji RNA
- 184 wirusa HCV w systemie TagMan® z wykorzystaniem
1.4 unmedified | alkilowanych na koficu 3’ starterdw.
Czerwona krzywa ukazuje przebieg reakcji
0.9 — T T T T z wykorzystaniem starteréw zmodyfikowanych.
o 0 20 30 40 30 60 Niebieska krzywa ukazuje przebieg reakcji bez
Cycles zastosowania zmodyfikowanych starterow.
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Precyzyjne dopasowanie profili
temperaturowych dla osiagnigcia toleranciji
na mutacje punktowe

Rysunek 6

Warunki temperaturowe cykli reakcji PCR sg
zmodyfikowane w ten sposob, ze pozadany

efekt kazdej z faz reakcji PCR jest osiggany

dzieki zastosowanym specyficznym warunkom.
Po etapie ,sterylizacji” UNG, rozpoczyna sie

etap odwrotnej transkrypciji (RT) w nizszej
temperaturze warunkujgcej odporno$é na mutacje
punktowe (tolerant). Temperatura ta pozostaje
jednakze wystarczajgco wysoka by ,stopi¢”
drugorzedowa strukture kwasu nukleinowego.
Nastepnie temperatura jest podnoszona, a wraz

Z nig wzrasta specyficzno$é reakcji. Amplifikacja
nastepuje w odrebnych fazach rozpoczynajac sie
kilkoma cyklami temperaturowymi, w ktérych

na etapie wydtuzania stopniowo obnizana jest
temperatura, co umozliwia wydtuzanie matrycy
niedoktadnie dopasowanej do starteréw. Kolejna
faza amplifikacji nastepuje w jednorodnej i $cisle
dopasowanej temperaturze tak, iz tylko specyficzne
produkty moga by¢ wydajnie amplifikowane.
Koncowa faza amplifikacji nastepuje w relatywnie
niskich temperaturach, co umozliwia wydajng
hybrydyzacje i hydrolizg sond nawet w przypadku
genotypOw ze zmiennoscig punktowa.

10
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Alkilacja na koncu 3’ startera zwieksza specyficzno$é reakeji PCR poprzez zapobieganie
tworzeniu sie dimeréw starterow, oraz poprzez zapobieganie amplifikacji sekwencji
innych niz docelowe. Cechy te sg szczegdlnie istotne dla reakcji typu multiplex.
Zwiekszona swoisto$¢ osiggnigta poprzez enzymy czy aptamery umozliwiajgce reakcje
typu ,hot start”, a takze poprzez wykorzystanie alkilowanych starteréw, pozwala na
zwigkszenie czutosci PCR oraz zwigksza odpornos¢ amplifikacji na btedy w obrebie
dynamiki reakcji. Ograniczenie artefaktéw PCR (np. powstawania dimerdéw starteréw),
ktére ma miejsce wraz z wprowadzaniem nowych rozwigzan technologicznych, jest
niezwykle znaczace (Rys. 5).

PROJEKTOWANIE TOLERANCJI NA WYKRYWANIE ZMIENNOSCI SEKWENCYJNEJ
Zjawiskiem przeciwnym do specyficznos$ci jest zdolnos$¢ do wykrywania sekwencji
docelowych nie pasujacych doktadnie (mismatch) do starteréow lub sondy. Genomy
wirusowe, szczegdlnie w przypadku RNA, bardzo szybko ewoluuja, np. wirus HIV-1
grupy M posiada 9 podtypow. Wynikiem tego jest powstawanie populacji wariantéw
wirusa ze znaczgca heterogennoscia sekwencji. Stanowi to wyzwanie dla jakiegokolwiek
testu polegajgcego na wykrywaniu kwasdéw nukleinowych, poniewaz ré6znorodnosé
sekwencji w rejonie wigzanie starteréw/sond moze wptywaé na zdolno$¢ wykrywanie
wszystkich wariantow wirusowych w danym tescie. Opracowano szereg strategii

dla osiggnigcia tolerancji testu na zmiany bedace wynikiem mutacji punktowych

bez utraty swoistos$ci testu.

1. Precyzyjne dopasowanie profili temperaturowych dla osiagniecia tolerancji

na mutacje punktowe
Naukowcy z RMD zaprojektowali unikalne warunki profili temperaturowych reakcji, ktére
wspotpracujg z odczynnikami do reakcji w celu zoptymalizowania zaréwno czutosci, jak
i swoistosci testow RT PCR. Poprzez zastosowanie nowatorskiej koncepcji precyzyjnie
dopasowanych profili temperaturowych, pozgdana cato$ciowa réwnowaga pomiedzy
specyficznoscig reakcji a zdolnosciag do wykrywania wszystkich genotypdéw moze zostaé
osiggnieta.
Precyzyjne dopasowanie profili temperaturowych przetamuje koncepcje zunifikowania
parametrow reakcji i optymalizuje je w oddzielnych sekcjach dla osiggniecia pozadanych
parametréw kazdej z faz reakcji PCR.
Cykle reakciji z niskimi temperaturami poprawiajg tolerancje na mutacje punktowe,
podczas gdy fazy z wyzszymi temperaturami zwigkszajg specyficznos$é a w zwigzku z tym
i czuto$¢ (Rys. 6).

Tolerant Specific Tolerant
UNG RT Amplification Amplification Detection
Time
LabForum lipiec 2011
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2. Modyfikacje chemiczne sond dla osiggniecia tolerancji na mutacje punktowe
Tolerancja na mutacje punktowe dla kazdego testu moze by¢ dodatkowo zwigkszona
poprzez wigczenie analogow nukleotydowych. Analogi te poprawiajg stabilnosé
termodynamiczng podwajnej struktury DNA, mogg ponadto wydatnie zwigkszaé
temperature topnienia struktury hybrydowej sonda-matryca. W ten sposéb dzigki
zmodyfikowanym zasadom uzyska¢ mozna dodatkowg stabilno$¢ hybrydy i omingé
problem niestabilno$ci pofaczenia sondy z sekwencjg zawierajacg mutacje punktowe.
Wykorzystanie takich modyfikacji pozwala ponadto na stosowanie wzglednie krétkich
sond, ktére pokrywaja mniejszg przestrzen w obrebie sekwencji docelowej, co zmniejsza
prawdopodobienstwo przytgczenia sondy do obszaru zmutowanego w obrebie
sekwencji docelowej.

Stopien stabilizacji nadany przez chemiczne modyfikacje jest wystarczajgcy by omingé
problem niestabilnos$ci kompleksu sondy pofaczonej z sekwencjg zawierajgcg mutacje
punktowe. Technika ta zostata zoptymalizowana w potgczeniu z dostosowaniem profili
temperaturowych PCR, jak zostafo to opisane powyzej. II cz. w nastepnym numerze

Zastosowanie stabilizowanych
sond TagMan® warunkujacych tolerancja
na mutacje punktowe

10 3.6
1 mismatch dmismatches __—  Rysunek 7
28 | a 3 Poréwnanie detekcji w systemie TagMan®
T g dla subtypdéw wirusa HIV-1 z zastosowaniem
§ stabllized probe /_ S25 stabilized probe | niezmodyfikowanych oraz zmodyfikowanych sond.
g & E Ifl W tym przypadku sonda zmodyfikowana zawiera
E E 2 21 modyfikaciji stabilizujgcych w postaci 5-metylo-
g4 o _ deoksycytydyny lub 5-propynylo-deoksyurydyny.
£ £15 unmodified
= k- J probe _ Zastosowanie zmodyfikowanej sondy pozwala na
__,_-:.———'—'_'_._ H H
Z 1 — efektywna detekcje nawet w przypadku znacznie
—
— zmodyfikowanego podtypu. Nasze sondy zostaty
[} 05 dopasowane w ten sposob by zapewni¢ zaréwno
0 10 20 c :?“ 40 50 &0 o 10 20 Gy:uhs 40 50 60 wysoka specyficznosé, jak i tolerancje na mutacje
L punktowe w celu wykrycia réznych genotypo6w.
600 B0 Rysunek 8
1 mismatch 3 mismatches Poréwnanie krzywych topnienia
g 500 —— o 500 stabilized niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych sond dia
] : ) yreakvie tych samych modyfikacji jak opisano przy Rys. 7.
8 400 probe £ 400 F h h modyfik k Rys.7
Ll
dified iffi
E 300 :?ur;: e E 200 ::‘;:d'f'“d W przypadku sondy modyfikowanej zastosowanie
|.T=. \ u_g_ 5-metylo-cytydyny powoduje dodatkowg
P 200 lIII 2 200 stabilizacje o okoto 0,4°C na kazde podstawienie.
ﬁ 100 % 5-propynylo-deoksyurydyna moze by¢ zastosowana
& . & 100 jako zamiennik tymidyny w sondach z uzyskaniem
o 0 podobnego wzrostu stabilizacji sondy. Najbardziej
0 »agresywnym” czynnikiem stabilizujgcym jest
-1 -100 5-propynylo-deoksycytydyna, dajaca efekt
N L %N 5.5"“1“ uf:. LU 40 45 S0 55 60 stabilizacji sondy o0 0.9°C wyzszy w poréwnaniu do
prars Ternperature zwyktej cytydyny. Poprzez rozwazne zastosowanie

zasad stabilizujgcych warto$¢ Tm sondy moze byé
zwiekszona nawet o 10°C.
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Co to sa wahania glikemii?

E//

»Skutecznosé stosowanego schematu WAHANIA GLIKEMII - ZNACZENIE NOWO POWSTALEJ HIPOTEZY
terapii winna byc' monitorowana tak Hiperglikemia popositkowa (postprandial hyperglycemia, PPHG) jest znanym
czesto, jak trzeba, by ukierunkowad niezaleznym czynnikiem ryzyka progresji cukrzycy. Jednakze jest ona tylko jednym

z elementdéw zjawiska, budzacego dzi§ podejrzenia o wywotywanie nawet bardziej

leczenie na osiggniccie docelOWyCh szkodliwych skutkéw — wahan glikemii. Ale co to sg ,wahania glikemii”?

wartosci glikemii popositkowej”."!
WAHANIA GLIKEMII - ZMIENNOSC POZIOMU GLUKOZY WE KRWI
PRZEKRACZAJACA ZAKRES NORMY
~Zmienno$¢ glikemii” definiuje sie jako wahania poziomu glukozy we krwi ponizej
i powyzej zakresu normy (prawidfowa glikemia na czczo <5,6 mmol/L [100 mg/dl];
prawidfowa glikemia 2 h po positku <7,8 mmol/L [140 mg/dl])'. Obejmuje to zaréwno
epizody hipoglikemii wystepujace np. po wysitku fizycznym, jak i okresy hiperglikemii
np. po positkach. Do wystgpienia wahan glikemii przyczynia sig wiele czynnikéw,
jak pora dnia, stan zdrowia, poziom stresu. Co wigcej, wptyw tych czynnikéw moze by¢
rézny u poszczegolnych oséb (zmienno$é miedzyosobnicza) i u tej samej osoby z dnia
na dzien.

HIPERGLIKEMIA POPOSILKOWA - WAZNY ELEMENT WAHAN GLIKEMII
Wzrost poziomu glukozy we krwi wystepujacy po positku nazywamy ,hiperglikemia
popositkowg” (PPHG); jest to tylko jeden z elementéw wahan glikemii jako cafosci
(patrz wzrost glikemii na ryc.1 o0 godz.8.30, 13.30 i 19.30, przypuszczalnie nastepujacy
po $niadaniu, obiedzie o kolacji), lecz zostat on poddany doktadnej analizie. Badania
eksperymentalne wykazaty, ze PPHG jest istotnym czynnikiem progresji cukrzycy.

Ryc. 1. Wahania glikemii u oséb bez cukrzycy  Badania epidemiologiczne ujawnity, ze wykazuje ona silny zwigzek z miazdzycg naczyn,

160 -

160 mg/dl

160 —

Stezenie glukozy [we krwi] w (mg/dl)

a0 —

20—

0 ==
6:00 B:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18200 H:00 22:00 000 2:00 &0 E:00

Czas
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z czym wigze sie znamiennie wyzsze ryzyko wystapienia choroby wiencowej lub zgonu
z przyczyn sercowo-naczyniowych.>3456 Metaanaliza Coutinho i wsp. potwierdzita
réowniez zwigzek PPHG z ryzykiem wzglednym incydentéw sercowo-naczyniowych.”

W koncu nawet badania interwencyjne wykazaty, ze zmniejszenie PPHG powoduje
redukcje ,stresu oksydacyjnego”, co oznacza, ze organizm wytwarza mniej reaktywnego
tlenu, uszkadzajacego komorki i czasteczki. Poza tym spadek PPHG korelowat ze
zmniejszeniem grubosci btony $rodkowej naczyn krwionoénych, bedacej wskaznikiem
wczesnej fazy miazdzycy.®® Ponadto Kovatchev i wsp. ujawnili, ze istnieje mozliwosé
kontrolowania PPHG przy uzyciu pramlintydu, analogu amyliny (matego hormonu
peptydowego, uwalnianego przez trzustke po positku wraz z insuling). W poréwnaniu

z placebo pramlintid znamiennie obnizat czesto$¢ i nasilenie popositkowych wahan
glikemii. Zatem sg to pierwsze dane ukazujgce mozliwos$é interwencji terapeutycznej
w tym zjawisku.' Z tego wtasnie powodu Migdzynarodowa Federacja Cukrzycy (IDF)
opublikowata wytyczne postepowania z popositkowg glikemia, stwierdzajac w nich, ze
PPHG jest niezaleznym czynnikiem ryzyka.

BADANIA EKSPERYMENTALNE NAD WAHANIAMI GLIKEMII

- ZACHECAJACE WYNIKI

Poniewaz hiperglikemia popositkowa jest waznym elementem wahan glikemii,
wydaje sig logiczne, ze jako cato$¢ moga one prowadzi¢ do niebezpiecznych
skutkow, podobnych jak te wywotywane przez PPHG. Istotnie, dane do$wiadczalne sg
zachecajace: w komoérkach srédbtonka eksponowanych na wysokie stezenia glukozy
w sposob przerywany dochodzito do znamiennego ,utatwienia” zaprogramowanej
$mierci komorki (tzw. apoptoza, przyp. od ttumacza), w poréwnaniu z komérkami

»Najpierw wyrownaj hipoglikemie,
nastepnie glikemie na czczo, nastgpnie
wzrosty glikemii po positkach,

i zredukuj wahania glikemii na tyle,
na ile jest to mozliwe”.

Ryc. 2. Linearna zaleznos¢ miedzy
wartosciami markera stresu oksydacyjnego
(8-izoprostaglandyny F20) i algorytmu
wyliczajacego wahania glikemii (IAGE,
Mean Amplitude of Glucemic Excursions

= srednia amplituda wahan glikemii)

Ryc. 3. Potencjalny mechanizm rozwoju
mikroangiopatii indukowanej przez wahania
glikemii i ,,stres oksydacyjny”

© 20 © Wahania Glikemii
£
)
@
E -
< 1000 Nadprodukcja
£ ROS
;. (Monnier et al., Quagliaro et al., Singh et al.) E::
g o ®© ? >
N =]
2 | Monocyty Kom@rki
B [ Makrofagi ‘-\"'\-\___ _____..--""'" $rédbtonkai
% R miesniéwka gtadka
= “Stres Oksydacyjny” naczyri
3
S
; 400 — Dysfunkcja
5 Adhezja | $rédbtonka
E’ monocytow 'f ‘
o .
=) [Azumalwsp,, Za i 1 Indukcja zaprogramowane;j
2 5 = . i palenie Agregacja Ukcja zaprogramowanej
% 200 — ® r=0,86; p<0,01 W.atad.a. TWSP- (iconi i wsp.) plytek $mierci komdrki [apoptozy]
e Piconi i wsp.) S (Risso i wsp., Ceriello i wsp.)
< Peroksydacja lipidéw/ .
s TR Wazokonstrykcja
> depozycja lipidéw :
g [skurcz naczyni]
T T T T T T

o 20 40 60 B0 100 120
Algorytm wyliczajacy wahania glikemii (MAGE) w mg/dI

140 160

*Zmodyfikowane wg: Monnier i wsp., 2006 Klasa dowodéw: C

Mikroangiopatia i makroangiopatia (miazdzyca naczyn)
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eksponowanymi na stafe wysokie stezenia glukozy®. Ponadto wahania glikemii wyzwalajg
stres oksydacyjny bardziej specyficznie, niz przewlekle sie utrzymujgca hiperglikemia.*'2
Wykazano na przyktad, ze jeden ze specyficznych markeréow stresu oksydacyjnego
(8-izoprostaglandyna F2a) jest produkowany w nadmiarze u oséb z cukrzycg typu 2.

Im wyzszy poziom markera, tym wieksza zmienno$¢ glikemii (Ryc. 2)"3. W kilku pracach
ujawniono, ze wahania glikemii poza indukcja stresu oksydacyjnego wyzwalajg jeszcze

i inne czynniki, istotne dla rozwoju mikro- i makroangiopatii (miazdzycy naczyn)

(Ryc. 3). Wzmagajg one na przyktad synteze ,czasteczek adhezyjnych”, biatek
znajdujacych sie na powierzchni komorek, zaangazowanych w wigzanie leukocytow

z innymi komérkami, np. érédbtonka naczyn.™ Adhezja leukocytow do komérek
$rodbtonka jest jednym z najwczesniejszych zjawisk w miazdzycy'®; wykazano,

ze znamiennie bardziej sprzyjajg jej wahania glikemii, niz stale podwyzszony poziom
glukozy.®'¢ Co wigcej, wahania poziomu glukozy wywotujg zapalenie, stwierdzane

w ptytkach miazdzycowych'i indukujg wiele innych szkodliwych czynnikdw, uwazanych
za inicjujace progresje mikro- i makroangiopatii.

KLINICZNE ZNACZENIE WAHAN GLIKEMII - PIERWSZE OBIECUJACE WYNIKI
Kilku autorow udowodnito, ze zwiekszone wahania glikemii zwigzane sg ze wzrostem
odsetkéw chorobowosci i umieralnosci u bedacych w stanie krytycznym pacjentéw
pediatrycznych, chirurgicznych i ogélnych oddziatéw intensywnej terapii.’””'®'® To sg
jednak dopiero pierwsze dane wzmacniajgce hipotezeg o klinicznym znaczeniu wahan
glikemii. Obecnie méwi sie o nich jako o ,motorze” leczenia cukrzycy; Amerykanskie
Towarzystwo Diabetologiczne (ADA) w swoich wytycznych zaleca nastepujace etapy
korygowania terapii:

WAHANIA GLIKEMII - BEZPOSREDNI WPLYW NA PROGRESJE CHOROBY
JESZCZE NIEUDOWODNIONY

Jednakze chwilowo brak jeszcze danych udowadniajgcych bezposredni efekt kliniczny
wahan glikemii. Podczas gdy istnieje solidna baza danych naukowych odnosnie
hiperglikemii popositkowej, potrzeba jeszcze prospektywnych randomizowanych
badan, by potwierdzi¢ nowo powstatg hipoteze o indukowaniu progresji zmian

mikro- i makroangiopatycznych w cukrzycy przez wahania glikemii (Ryc. 4). Ponadto
trzeba jeszcze odpowiedzieé na wiele zasadniczych pytan dotyczacych wahan
glikemii. Jak nalezy je doktadnie zdefiniowa¢? Czy mozna okresli¢ ich poziom, zakres

i szybkos¢, istotne dla progresji choroby? Czy, jak opisano powyzej, prowadzg one do
niekorzystnych zdarzen sercowo-naczynowych? Jesli tak, jakie interwencje terapeutyczne
beda odpowiednie i czy bedg one w stanie poprawié rokowania kardiologiczne?

WAHANIA GLIKEMII JAKO CZYNNIK RYZYKA PROGRESJI CHOROBY

- PRO | CONTRA

Cho¢ powyzszych kwestii jeszcze nie rozwigzano, argumenty przemawiajgce za
uznaniem wahan glikemii za niezalezny czynnik progresji cukrzycy przewazaja nad
kontrargumentami (Ryc. 5). Ostatecznie mozna stwierdzié, ze wahania glikemii to
zaburzenie regulacji glikemii, ztozone z epizodéw wzrostu poziomu glukozy powyzej
zakresu normy i jego spadku ponizej tego zakresu. Badania eksperymentalne wykazaty,
ze wahania glikemii indukujag rézne czynniki uwazane za inicjujgce progresje makro-

i mikroangiopatii cukrzycowej. Ponadto wahania glikemii wykazujg znamienny zwigzek

z chorobowoscig i umieralnosciag krytycznie chorych pacjentéw. Jednakze chwilowo brak
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jeszcze danych udowadniajacych bezposredni efekt kliniczny wahan glikemii. Nalezy Pismiennictwo dostgpne w redakcji.
rozpocza¢ prospektywne randomizowane badania majace na celu oceng tego efektu

oraz okresli¢ wartosci graniczne wahan glikemii. Znaczenie kliniczne wahan glikemii

nad?I jest .tylko hlpo.tezq, lecz ?rgumenty przemaTV\{lajace za uznaniem wahén glikemii Ryc. 4. Podsumowanie opublikowanych
za niezalezny czynnik progresji cukrzycy przewazajg nad kontrargumentami. Zatem danych naukowych na temat hiperglikemii
jesteémy w drodze... popositkowej i wahan glikemii

HIPERGLIKEMIA POPOSILKOWA

Risso i wsp.,2001 Piconi i wsp., 2004 Ceriello i wsp., 2005 DECODE 1999 Coutinho i wsp., 1999
Ceriello i wsp., 2008 Azuma i wsp., 2006 Esposito i wsp., 2004 De Vogt i wsp. 1999

Monnier i wsp., 2006 Watada i wsp., 2007 Haffner SM 1998

Quagliaro i wsp., 2003 / Temelkova-Kurktschiev i wsp., 2000 / Hanefeld i wsp., 1996 /
Singh i wsp., 2004 Wei i wsp., 1998

. Dysfunkcja srédbtonka i jej ] ] . .
»otres oksydacyjny” ——gm y ) 1) Mikro- i makroangiopatia
niekorzystne skutki

Risso i wsp., 2001 Piconi i wsp., 2004
Ceriello i wsp., 2008 Azuma i wsp., 2006
Monnier i wsp., 2006 Watada i wsp., 2007
Quagliaro i wsp., 2003 / / e J
Singh i wsp., 2004 -
WAHANIA GLIKEMII
Badania eksperymentalne Badania kliniczne/ interwencyjne Badania epidemiologiczne Metaanalizy
Ryc. 5. Podsumowanie ,,za” i ,,przeciw”
wahaniom glikemii jako niezaleznemu
czynnikowi ryzyka progresiji choroby
w cukrzycy
"Za" "Przeciw"
. Colette C and Monnic M (2006/7)21,22 1. (Gordin D i wsp. (2008)25
a. ostre wahania poziomu glukozy to zaburzenia glikemii prowadzace Catkowita ekspozycja na podwyzszone stezenia glukozy jest
do stresu oksydacyjnego i powiktan cukrzycy wazniejszym czynnikiem rozwoju makroangiopatii niz wahania
b. w badaniach interwencyjnych powinno sie obrac za cel zniesienie glikemii per se.

ostrych wahar glikemii
2. Wentholt IME i wsp. (2008)25

2. Hirsh IB and Brownlee M (2005)24 Nie ma zadnej zaleznosci pomiedzy wahaniami glikemii
Zmiennos$¢ glikemii moze by¢ waznym, lecz niedoszacowanym a podwyzszonymi poziomami markeréw stresu oksydacyjnego
mechanizmem prowadzacym do przyspieszenia rozwoju mikro- u chorych z cukrzyca typu 1.

i makroangiopatii.

3. Ceriello Aiwsp. (2008)12
Zmiennos$¢ glikemii powoduje stres oksydacyjny i dysfunkcje
nabfonka, "dwa kluczowe czynniki utatwiajace rozwa;j powiktari
sercowo-naczyniowych w cukrzycy"

4. Kilpatrick Es i wsp. (2008)
W przeciwieristwie do danych z DCTT, diugotrwate wahania glikemii
wydajg siestanowi¢ czynnik odgrywajacy role w rozwoju retinopatii
i nefropatii.
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