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Szanowni Panstwo!

Weszystkim naszym Klientom, Partnerom biznesowym
i Wspélpracownikom zyczymy spokojnych,

pelnych radosci Swigt Bozego Narodzenia,

a takze duzo szczescia, usmiechow i sukcesow
zawodowych w nadchodzgcym Nowym Roku 2010

W potowie listopada obchodzony byt Swiatowy Dzien Walki z Cukrzyca. 14 listopada az

931 budynkdéw i pomnikéw na catym $wiecie zostato o$wietlonych niebieskim $wiattem.
Widocznym znakiem polskiej solidarnosci ze wszystkimi osobami z cukrzyca byt podswietlony
przez firme Roche Diagnostics budynek Polskiego Komitetu Olimpijskiego (na zdjeciu obok).
Zdjecia z tegorocznej edycji przedsigwziecia mozna obejrze¢ w wirtualnym muzeum na stronie
http://www.worlddiabetesday.org/museum/

W obliczu pandemii grypy chciatbym zwréci¢ uwage Panstwa na fakt, ze Roche od wielu lat
prowadzi badania naukowe w zakresie diagnozowania i terapii grypy. Wynikiem tych badan
jest opracowanie zestawu diagnostycznego, ktéry pozwala na szybkg i dokfadng identyfikacje
pacjentow zakazonych wirusem A/H1N1. Zestaw ten zostat niedawno zatwierdzony do uzytku
w USA przez FDA. Firma nasza oferuje rowniez lek, ktory jest stosowany z powodzeniem

w terapii grypowej na catym $wiecie. Wigcej szczegotéw na ten temat znajdg Panstwo
wewnatrz numeru, a takze na stronie http://www.roche.com/roche-influenza.htm. Polecam
lekturze réwniez inne artykuty o medycynie personalizowanej, diagnozowaniu raka piersi

i czynnikach ryzyka miazdzycy.

Z powazaniem,

Andrzej Banaszkiewicz
wraz z zespotem RDP
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Mate geste LDL (sdLDL)
jako czynnik ryzyka miazdzycy

E’/

Dagna Bobilewicz, Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej Wydziatu Nauki o Zdrowiu

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Frakcja lipoprotein o matej gestosci (LDL) jest gtéwng frakcjg nosnikowa cholesterolu,
przenoszaca okoto 70% cholesterolu zawartego we krwi. Powstaje w krwiobiegu
w wyniku kilkuetapowego katabolizmu frakc;ji lipoprotein o bardzo matej gestosci (VLDL),
syntetyzowanej w watrobie. Katabolizm LDL przebiega gtéwnie (w 2/3) na drodze
receptorowej, poprzez receptory zlokalizowane w btonie komérkowej, ktére rozpoznaja
apolipoproteing B (apoB-100) — gtéwne biatko LDL. Wewnatrz komérki czasteczki LDL
dysocjujg od receptora, ktéry recyrkuluje i powraca na powierzchnie komérki, natomiast
LDL ulegajg rozpadowi. Produktem rozpadu apo B sg drobne peptydy i aminokwasy,
natomiast cholesterol, powstaty z hydrolizy estréw, jest wykorzystywany na potrzeby
organizmu, miedzy innymi jako sktadnik bton komaérkowych oraz do syntezy hormonéw
sterydowych. Katabolizm na drodze receptorowej zapewnia zachowanie réwnowagi
miedzy wytwarzaniem, a wykorzystaniem cholesterolu, poniewaz w przypadku nadmiaru
krazacych czastek LDL jest hamowana synteza endogenna cholesterolu. W warunkach
prawidfowych okoto 1/3 LDL jest katabolizowana na drodze niereceptorowej, poprzez
makrofagi. W przypadkach, kiedy ze wzgledu na zmodyfikowang, w rézny sposéb np. przez
glikacje, postac¢ czgstek LDL nie sg one rozpoznawane przez receptory komorkowe, udziat
tego nieswoistego mechanizmu wzrasta, w wyniku czego nie jest ograniczona synteza
cholesterolu, a przetadowane estrami makrofagi ,wypadajg” i jako komorki piankowate sg
obecne w blaszkach miadzycowych.
LDL sg uznang frakcjg miazdzycogenna a ich stezenie jest wykorzystywane nie tylko do
oceny ryzyka, ale réwniez jako warto$¢ docelowa w monitorowaniu terapii. Ze wzgledéw
technicznych, w warunkach rutynowych nie oznacza sie zawartosci cafej frakgji, a jedynie,
podobnie jak w przypadku lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL), jej cholesterolu.
Tradycyjng metoda ultrawirowania wykazano, ze gesto$¢ LDL zawiera sie w granicach 1,019
- 1,063 g/ml, a stosunek lipidy/ biatko wynosi 80:20. Wielko$é czgstek waha sie pomiedzy
20 a 27 nm. Dalsze badania, wykonane metodg rezonansu magnetycznego (NMR) a takze
wysoko-rozdzielczej elektroforezy zelowej w gradiencie stezen wykazaty, ze frakcja LDL
nie jest jednorodna i sktada sig z kilku podfrakc;ji, z ktérych najczesciej wystepujgce zostaty
okre$lone jako duze (LDL , o gestosci 1,02 - 1,03 g/ml), érednie (LDL , - 1,03 - 1,04 g/ml)
i mate (LDL , - 1,04 — 1,06 g/ml). Pomimo niewielkich réznic tak w gestosci, jak i rozmiarach
réznig sie one swoimi wtasno$ciami aterogennymi. Za najbardziej miazdzycogenny zostat
uznany tzw. fenotyp B, w ktérym dominujg czastki najmniejsze o najwyzszej ggstosci
noszace nazwe ,matych gestych LDL” (small dense LDL — sdLDL), podczas gdy fenotyp
A charakteryzuje sie mniejszg gestoscig i wiekszymi rozmiarami czastek. Wykazano, ze
podfrakcja sdLDL:
@® ma mniejsze niz pozostate powinowactwo do receptora komérkowego, w wyniku czego
dtuzej pozostaje w krazeniu (okoto 5 dni), co sprzyja tatwiejszemu zachodzeniu zmian
w jej obrebie
@ fatwiej ulega procesowi utleniania, co prowadzi do tzw. oksydacyjnej modyfikacji LDL,
a tym samym do jej katabolizmu na drodze niereceptorowej — nasilajacej procesy
miazdzycowe
Wykrycie tych cech LDL, byto powodem podjgcia badan pod katem oceny
zwigzku pomiedzy rozktadem subfrakcji LDL i chorobg wiencowa. Wykazano, ze:
® u osbb po zawale migénia sercowego stwierdza sig¢ przewage sdLDL - fenotyp B
® przewaga sdLDL zwieksza ryzyko choroby wierncowej 3-7 krotnie, bez wzgledu na
stezenie cholesterolu LDL
@ dieta nisko ttuszczowa i bogato weglowodanowa nasila synteze sdLDL
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® synteza sdLDL zwigksza sig u 0s6b z hipertriglicerydemig i matym stezeniem frakcji HDL.
U oséb ze stezeniem trigliceryddw ponizej 1,5 mmol/l (okoto 130 mg/dl) praktycznie nie
spotyka sie przewagi tej subfrakcii.

Istnieje szereg doniesien, wskazujgcych na Scisty zwigzek powstawania sdLDL

z zwigkszeniem stezenia trigliceryddw i tym samym ich frakcji no$nikowej — VLDL. Dotyczy

to szczegdlnie tzw. frakcji VLDL, charakteryzujacej sig duzymi czastkami, ktérych katabolizm

sprzyja powstawaniu sdLDL. Obraz taki wraz z obnizeniem stezenia cholesterolu HDL

jest typowy dla zespotu metabolicznego, otytosci i cukrzycy typu ll, a takze przejsciowo

wystepuje w cigzy. Wykazano réwniez korelacje sdLDL z lipaza watrobowa, a takze

postulowana jest rola regulacyjna biatka no$nikowego estréw cholesterolu (Cholesteryl ester

transfer protein — CETP).

Mimo potwierdzenia wtasno$ci aterogennych i niezaleznos$ci od stezenia cholesterolu LDL

iloSciowe oznaczenia sdLDL mozliwe do zastosowania na szerokg skale nie sg dostepne, stad

ograniczona jest mozliwo$é populacyjnych badan epidemiologicznych.

Wydaje sig, ze pewnym rozwigzaniem moze by¢ zaproponowana ostatnio metoda

pofaczenia precypitacji z bezposrednim oznaczeniem cholesterolu LDL. Wykorzystano

w niej fakt, ze mieszanina jondw magnezu i heparyny (Mg*+ — heparyna) wytragca z surowicy

Izejsze frakcje lipoprotein to znaczy VLDL, IDL (frakcje posrednie o ile sa obecne) oraz LDL,,

natomiast po odwirowaniu frakcja HDL i sdLDL pozostajg w ptynie znad osadu, w ktérym

oznacza sig cholesterol LDL metoda bezposrednia. Metoda wytracania z zatozenia jest prosta

i byta stosowana w odniesieniu do cholesterolu HDL, natomiast jest wiele problemoéw

technicznych, a przede wszystkim trudnosci w wytracaniu lzejszych frakcji przy wysokim

stezeniu triglicerydow, ktore jest czynnikiem generujgcym powstawanie sdLDL i nalezy

oczekiwag, ze wtasnie w tych przypadkach stezenie sdLDL bedzie wigksze. Najnowsze

nalezy wpisac bgdz ,,small dense LDL”  padania poréwnawcze wynikow tej metody i metody z zastosowaniem ultrawirowania

bgdz sdLDL - metody wykonane wprawdzie na niewielkiej liczbie prébek jednak wykazaty akceptowalng korelacje.
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Zestaw diagnostyczny Roche

do wykrywania wirusa grypy AH1N1

16 listopada b.r. FDA udzielita Roche Applied Science [RAS] zezwolenia w trybie
nadzwyczajnym na rozpowszechnianie w Stanach Zjednoczonych zestawu do

wykrywania wirusa grypy A/H1N1 (tzw. Swinskiej grypy). Zestaw ten poprzez wykrywanie
wirusowego RNA pozwala na szybka i doktadng identyfikacje pacjentow zakazonych
wirusem ,nowej” grypy, a tym samym na wczesne wdrozenie odpowiedniego leczenia.

Ta szybka i wiarygodna metoda na bazie PCR jest w uzyciu od maja 2009; dotychczas
wykorzystywano ja do celéw naukowych, np. w laboratoriach panstwowych i instytutach
wirusologicznych, korzystaty z niej takze wtadze resortéw zdrowia w réznych krajach poza
USA i Japonia.

Test zostat opracowany w rekordowym czasie — dostepny byt juz w trzy tygodnie od doniesien
o pierwszych zachorowaniach w Meksyku. ,\W kwietniu powotalismy Grupe Specjalng RAS,
ktéra miata pracowaé nad nowym wiarygodnym testem do wykrywania tego groznego
wirusa” — opowiada Joachim Hoeltke, menadzer Programu Diagnostyki Grypy w RAS. We
wspotpracy z partnerami zewnetrznymi, np. wirusologami z kilku niemieckich uniwersytetéw
oraz berlinskim laboratorium TibMolBiol juz w maju test zostaf udostgpniony placéwkom
naukowym na catym $wiecie z wyjatkiem USA i Japonii, w ktérych to krajach wprowadzanie
tego rodzaju innowacyjnych produktéw regulujg bardziej restrykcyjne przepisy.

W USA test musiat spetnia¢ dodatkowe wymagania stawiane przez FDA. ,Normalnie
uzyskanie atestu FDA dla metody diagnostycznej trwa okoto roku i wymaga obszernych badan
klinicznych”, méwi dr Hoeltke. ,Jednak ze wzgledu na krytyczng sytuacje i szybko rosnace
zapotrzebowanie zdecydowali$my sig ztozy¢ wniosek o atestacje w trybie nadzwyczajnym,

co wymaga o wiele krotszego czasu”. Azeby dostarczy¢ FDA dowody bezpieczenstwa

i niezawodnosci testu, przy pomocy zestawu przeanalizowano materiat od 350 pacjentéw, po
czym wyniki poréwnano z uzyskanymi metodg juz zaakceptowang w USA. Autoryzacja objefa
wytgcznie wykorzystanie zestawu odczynnikéw produkcji Roche wraz z platformg MagNA Pure
LC do izolacji kwasow nukleinowych oraz z systemem LightCycler 2,0 do badania PCR w czasie
rzeczywistym.

SZYBKO | WIARYGODNIE

Przeprowadzenie badania obejmuje 3 etapy. Pierwszy to pobranie materiatu od pacjenta
(wymazu z nosa lub gardta). Nastepnie dokonuje sie izolacji i oczyszczania wirusowego RNA
za pomocg zautomatyzowanego systemu obrébki probek MagNA Pure. Wreszcie uzyskany
RNA jest identyfikowany za pomocg analizatora PCR w czasie rzeczywistym LightCycler 2,0.
»Tu wiasnie wykorzystujemy nasz jednoetapowy test RNA Virus Master” — méwi dr Hoeltke.
W metodzie tej w oparciu o wyizolowany RNA wirusa powstaje DNA, ktéry nastepnie jest
natychmiast amplifikowany i identyfikowany. ,Zintegrowana platforma diagnostyczna

(D
2

grudzient 2009 LabForum

”—/

e

LightCycler 2.0

- system do ilosciowej
reakcji PCR w czasie
rzeczywistym

Aparat MagNa Pure

- automatyczna
ekstrakcja kwasow
nukleinowych

O Tamiflu lek anty-grypowy blokuje
enzym neuraminidazy i zapobiega
rozprzestrzenianiu sie wirusa w organizmie.

© Skrystalizowany fosforan oseltamiwiru,
substancji czynnej w Tamiflu.
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wykorzystujaca urzadzenia i odczynniki produkcji RAS pozwala na szybkie i wiarygodne
wykrywanie wiruséw”, dodaje dr Hoeltke, zwracajgc uwage, ze cechy te odrdzniajg nowy test
od innych obecnych na rynku.

Odzwierciedleniem sukcesu nowej metody jest wzrost sprzedazy. Od maja b.r. nastgpit
gwattowny wzrost zapotrzebowania na odczynniki, urzadzenia i akcesoria jednorazowe,
uzywane w diagnostyce zakazen wirusem grypy A/H1N1. Produkcje RNA Master i Detection
Set zwigkszono dziesigciokrotnie, a systemow LightCycler i MagNA Pure — dwu-trzykrotnie

w poréwnaniu z okresem sprzed rozpoczecia pandemii. ,Uzyskanie tak duzego wzrostu
produkcji byto mozliwe dzigki zmobilizowaniu dodatkowych sit roboczych i zaangazowaniu ze
strony wszystkich wspétpracownikéw”, przyznaje dr Hoeltke.

BADANIA TRWAJA

W migdzyczasie badacze nadal doktadnie $ledzg wirusa H1N1, w czym niematy udziat

majg rowniez metody diagnostyczne oferowane przez firmy wchodzace w sktad koncernu
Roche. W celu oceny ewentualnych mutacji wirusa i pojawiania sie nowych jego podtypéw

w Argentynie i Meksyku — gdzie epidemia przybrata najpowazniejszy charakter — 454 Life
Sciences (nowy dziat w Roche) $cisle wspdtpracuje z czofowymi wirusologami amerykanskimi
z Uniwersytetu Columbia, jak réwniez z instytutami badawczymi z terenu wspomnianych
krajéw, w zakresie ustalania sekwencji genomu wirusa przy pomocy systemu Genome
Sequencer FLX. W Instytucie Genomiki w Singapurze przeprowadzane sg badania Sciezki
ewolucyjnej wirusa przy uzyciu zestawéw NimbleGen.

@ System Hybrydyzacyjny NimbleGen,
system do inkubacji i hybrydyzacji
kwasu nukleinowego na mikromacierzach

© sekwencjonowanie DNA przy uzyciu
Genome Sequencer FLX,
automatycznego i super szybkiego aparatu,
ktérego dziatanie oparte jest na innowacyjnej
technologii mikromacierzy

© Wirusy grypy

O Linia produkeyjna kapsutek
Tamiflu 75 mg w Kaiseraugst (Szwajcaria)
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Analiza immunohistochemiczna nadekspres;ji
onkoproteiny Her-2/neu w raku piersi

“

Doris Mayr, Sibylle Heim, Cedric Werhan, Evelyn Zeindl-Eberhart, Thomas Kirchner,
Pathologisches Institut, Ludwig Maximilians Universitaet, Monachium

Poréwnanie zestawu manualnego HercepTest™ (Dako) i automatycznego systemu
barwiacego Roche/Ventana BenchMark™ (Her-2/neuTest 4B5) oraz fluorescencyj-
nej hybrydyzaciji in situ (FISH).

WPROWADZENIE

Onkogen Her-2/neu (c-erb-B2) koduje biatko receptora transbfonowego, strukturalnie
pokrewnego do receptora epidermalnego czynnika wzrostu. Amplifikacje/nadekspresje
onkogenu Her-2/neu zaobserwowano w wypadku kilku typéw nowotwordw -3, Mozna jg
wykazaé w okoto 20-30% inwazyjnego raka piersi (powodowanego w ponad 90% przez Aparat BenchMark

amplifikacje). Nadekspresja biatka przebiegajgca bez amplifikacji onkogenu nie wystepuje ULTtRAk .
- Sysiem Kolejne,
czesto. Wystegpowanie amplifikacji Her-2/neu wigzane jest ze ztym prognozowaniem g}; neracji 7
i zmniejszong przezywalnoscig catkowitg, zarowno w przypadku raka piersi z dodatnimi do automatycznego
weztami chtonnymi jak i weztami chfonnymi ujemnymi, co wigcej, moze byé czynnikiem barwienia metodg
predykcyjnym okreslajgcym odpowiedz na chemoterapig, terapie antyestrogenows i terapie IHC/ISH
lekiem Herceptin® “. Z powodu konsekwencji terapeutycznych niezbedne jest doktadne
i wiarygodne okreslenie statusu Her-2/neu. Wyniki oznaczen immunohistochemicznych (ICH)
réznig sie znaczgco pomiedzy laboratoriami. Wigkszo$¢ rozbieznosci pojawia sie pomiedzy
badaniami wykonywanymi lokalnie, a badaniami wykonywanymi centralnie; spowodowane
jest to uzywaniem niestandaryzowanych zestawéw testowych 7. Celem badania byto
poréwnanie w petni zautomatyzowanego systemu barwigcego (Roche/Ventana BenchMark™,
Rys.1) i zestawu manualnego (Dako) do oznaczer immunohistochemicznych nadekspresji
Her-2/neu, z uzyciem dwdch réznych przeciwciat (HercepTest™ i Her-2/neuTest 4B5) oraz
walidacja wynikow uzyskanych metodg fluorescencyjnej hybrydyzacii in situ (FISH).
=2 © Wynik 0:
HHQ‘;‘F" H a) Her-zil'r:eu M y b) brak charakterystycznego wybarwienia bton
by Ven . by Ventana - komorkowych — wynik ujemny.
=
+ -
v 4 O Wynik 1+:
stabe, cze$ciowe wybarwienie bfony u ponad
’ o 10% komérek nowotworowych.
-
F 8
- ~ E o

- - —_ ‘ .

» Her-2ineu H £ = ) Her-2ineu IH o Wynik 2+: .
24 J' 1 wybarwienie stabe do umiarkowanego
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Tabela1 Statystyczny rozktad wynikéw uzyskanych po zastosowaniu przeciwciat Dako
oraz Ventana

Wynik barwienia Dako Ventana

0 33(25,4%) 20 (15,4%)
1+ 31(23,8%) 28 (21,5%)
2+ 40 (30,8%) 50 (38,5%)
3+ 26 (20,0%) 32 (24,6%)
Wszystkie 130 130

Tabela 2 Korelacja pomigdzy metodami immunohistochemicznymi Dako i Ventana
Ventana0  Ventana 1+ Ventana2+ Ventana3+ Wszystkie

Wszystkie przypadki

Dako 0 14 13 6 0 33
Dako 1+ 6 12 1 2 31
Dako 2+ 0 3 29 8 40
Dako 3+ 0 0 4 22 26
Wszystkie 20 28 50 32 130
Przypadki biopsji gruboigtowej

Dako 0 6 6 4 0 16
Dako 1+ 6 7 1 18
Dako 2+ 0 2 14 1 17
Dako 3+ 0 0 3 10 13
Wszystkie 12 15 25 12 64
Tabela 3 Wyniki FISH dla 85 przypadkéw

Wyniki FISH llosé przypadkéw

Ujemne 38

Amplifikacja 43

Polisomia 3

Nieoznaczalne 1

Wszystkie 85

MATERIALY | METODY

Badanym materiatem byty preparaty histopatologiczne pochodzace od 130 pacjentek z rakiem
piersi. W siedmiu przypadkach obecny byt guz stopnia |, w 63 przypadkach stopnia Il i w 60
przypadkach stopnia lll. W 64 przypadkach (49%) materiat pochodzit z biopsji gruboigtowej,
aw 66 (50,8%) z biopsji wycinkowej. Wszystkie probki utrwalane byty za pomoca obojetnej,
zbuforowanej formaliny 4% i nasycone parafing.

Immunohistochemia

Przeprowadzono analize immunohistochemiczng onkoproteiny Her-2/neu za pomoca dwéch
przeciwciat: testu HercepTest™ (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) oraz Her-2/neuTest
4B5 (Roche/Ventana Medical Systems, S.A., llkirch, Francja). W obu procedurach wszystkie
nasycone parafing preparaty byly ciete na fragmenty o grubosci

2-3 um, za pomocg konwencjonalnych metod histopatologicznych i naktadane na szkietka
(Super Frost Plus, Menzel, Germany).

8 LabForum grudzieri 2009



E’/

System oceny
Dla potrzeb interpretacji oceniono tylko intensywnos$¢ i wzér wybarwienia btony: brak

wybarwienia lub wybarwienie nieprzekraczajgce 10% komarek nowotworowych oceniane byto
na ,0”. Niewyrazne lub ledwo zauwazalne cze$ciowe zabarwienie bfony u ponad 10% komérek

nowotworowych oceniane byto na ,,1+"”. Wybarwienie stabe do umiarkowanego catej btony
u ponad 10% komérek nowotworowych oceniane byto na ,,2+", a silne wybarwienie catej
btony u ponad 30% komorek nowotworowych oceniane byto na ,3+". Silne wybarwienie
wytacznie na granicy tkanki nie byto brane pod uwage. Wczes$niej oznaczono dodatnie

i uiemne preparaty kontrolne.

Fluoroscencyjna hybrydyzacja in situ

Badanie FISH przeprowadzono uzywajgc sond swoistych dla DNA firmy PathVision™
(Abbott/Vysis: LSI® HER2 SpectrumOrange™ oraz CEP 17 Spectrum — Green™). Walidacje
przeprowadzono we wszystkich przypadkach, w ktérych nadekspresja byta niepewna

lub silnie wyrazona (3+) i we wszystkich przypadkach, gdzie wyniki uzyskane w metodzie
immunohistochemicznej réznity sie. Sygnaty hybrydyzacji liczono w 50 jadrach na jedng
probke. Wynik ujemny dla amplifikacji genu Her-2/neu wystepuje wtedy, gdy wspotczynnik
FISH jest <1,8 lub ilo$¢ kopii genu Her-2/neu jest <4,0. Wynik dodatni dla amplifikacji genu

Her-2/neu wystepuje, gdy wspdtczynnik FISH jest >2,2 lub ilos¢ kopii genu Her-2/neu jest >6.

Przypadek, gdy wspoétczynnik FISH znajduje sie pomiedzy 1,8 a 2,2 lub ilo$¢ kopii genu Her-2/
neu wynosi pomiedzy 4,0 i 6,0 oceniany jest jako watpliwy.

Analiza statystyczna

Do wszystkich opracowan statystycznych uzyto oprogramowania Superior Performance
Software System 16 (SPSS for Windows, Microsoft USA). Parametry zmienne poréwnano za
pomocag testu X?. Za statystycznie istotne uznano wartoscip <0,05.

WYNIKI

Immunohistochemia

Wszystkie 130 przypadkéw poddano analizie obiema metodami immunohistochemicznymi
(Tabela 1,2). Takie same wyniki immunohistochemiczne wystepowaty w 96/130 (73,8%)
przypadkow (22 przypadki z silng ekspresjg = 3+, 29 z niepewng nadekspresjg = 2+ i 45
bez nadekspresji = 0 lub 1+). Rozbiezne wyniki wystagpity w 34/130 (26,2%) przypadkach,
wigczajac 12 przypadkéw (10,8%) z réznicg w zebranych punktach pomiedzy 2+ i 3+.
Trzy przypadki (2,3%) zostaty oznaczone testem Ventana na 1+, a testem Dako oznaczane
na 2+, 17 przypadkow (13%) oceniono na 2+ testem Ventana i jako ujemne testem Dako
(0 lub 1+) i dwa przypadki (1,5%) wykazaly silng reakcje (3+) wykrytg testem Ventana, ale
bez nadekspresiji (1+) testem Dako. W wypadku biopsji gruboigtowych takie same wyniki
zaobserwowano w 49/64 (76,6%) przypadkach (dziesig¢ przypadkow z silng nadekspresja
= 34, 14 z niepewna nadekspresjg = 2+ i 25 bez nadekspresji = 0 lub 1+).

W 15 przypadkach (23,4%) zaobserwowano wyniki rozbiezne: cztery przypadki (26,6%)

z oceng 2+ lub 3+, osiem przypadkéw (53,3%) z oceng Dako 0/1+ i Ventana 2+,

jeden wynik (6,6%) ujemny (1+) oznaczony testem Dako i silna reakcja (3+) oznaczona
testem Ventana oraz dwa przypadki (13,3%) ocenione na 2+ testem Dako i jako ujemne
(1+) testem Ventana. Ani wybarwianie metodg Dako ani metodg Ventana nie wykazato
przypadku, w ktorym silna reakcja dotyczytaby tylko niewielkiej czesci (<30%) komorek
nowotworowych.
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Tabela 4 Korelacja pomiedzy Dako IHC i Ventana IHC vs. FISH dla 34 immunohistochemicznie
niezgodnych przypadkow

llos¢ przypadkéw Dako Ventana FISH
6 0 2+ Wszystkie ujemne
11 1+ 2+ 9x ujemne

1 x zamplifikacjg

1 x brak oceny

2 1+ 3+ Wszystkie z amplifikacjg
3+ 2+ 2 x ujemne
2 x z amplifikacjg

2+ 1+ Wszystkie ujemne

2+ 3+ Wszystkie z amplifikacjg

34

FISH

Badanie FISH przeprowadzono we wszystkich przypadkach ocenionych na 2+ lub

3+ immunohistochemicznymi testami Dako i/lub Ventana (n=85). Wyniki wszystkich
przeprowadzonych analiz FISH pokazano w tabeli 3. Korelacja pomiedzy wynikami I[HC
(Dako i Ventana) oraz FISH i byta w kazdym przypadku wysoce znamienna. Ze wszystkich
przypadkow (n=29) z niejednoznacznym wynikiem immunohistochemicznym (2+)
oznaczanych testem Dako i Ventana, 18 przypadkéw (62,1%) ocenianych metoda FISH

byto ujemne, osiem przypadkéw (27,5%) byto efektem amplifikacji genu, a trzy przypadki
(10,3%) z dodatkowym chromosomem (polsomnia). Z 40 przypadkdéw z wynikiem
immunohistochemicznym 2+ ocenionych testem Dako, 21 przypadkéw (52,5%) wykazato
brak amplifikacji onkogenu Her-2/neu, 16 przypadkéw (40%) posiadato amplifikacje, 3 (7,5%)
byfo polisomicznych. Z 50 przypadkéw z wynikiem immunohistochemicznym 2+ ocenionych
testem Ventana, w 35 przypadkach (70%) amplifikacja nie wystapita, 11 przypadkdéw (22%)
posiadafo amplifikacje genu, trzy przypadki (6%) byty polisomiczne i jeden przypadek (2%)
nie mogt by¢ oceniony metoda FISH. W zadnym z przypadkéw polisomicznych ocenianych
metodg FISH nie wykazano silnej ekspresji (3+) metodg immunohistochemiczng (Dako czy
Ventana). W 34 przypadkach (26,2%) zaobserwowano wyniki watpliwe (0/14+ w poréwnaniu do
2+ lub 3+ i 2+ w poréwnaniu do 3+) (zob. tabela 4).

Z 19 przypadkéw oznaczonych jako ujemne testem Dako (0 lub 1+) z umiarkowanag lub silng
ekspresjg wykazang testem Ventana (24 lub 3+), trzy przypadki posiadaty amplifikacje genu
(10,56%). W czterech przypadkach testem Dako wykazano wysoka ekspresje (3+), a testem
Ventana ekspresje umiarkowang (2+), dwa z nich posiadaty amplifikacje wykrytag metoda
FISH. Wszystkie trzy przypadki z oceng na 2+ oceniane testem Dako i na 1+ testem Ventana
oznaczone metoda FISH byty ujemne, ale wszystkie osiem przypadkéw ocenionych na 2+
testem Dako i na 3+ testem Ventana posiadaty amplifikacje genu. W celu udowodnienia

dla tych 34 przypadkéw wartosci predykecyjnych, czutosci i swoistosci IHC, niezbedne byto
ustanowienie klasyfikacji binarnej. W jednym wypadku przypadki oznaczone metodg IHC na
24+ musiaty by¢ potraktowane jako dodatnie, w innym wypadku jako ujemne (tabele 9i10).

DYSKUSJA

Oznaczanie amplifikacji onkogenu Her-2/neu i/lub nadekspresji biafek jest w raku piersi
niezwykle wazne, z powodu korelacji tych czynnikdw z prognozowaniem i przewidywang
odpowiedzig na leczenie. Dla potrzeb identyfikacji kobiet, u ktérych wystepuje amplifikacja
i nadekspresja genu Her-2/neu istnieje kilka metod laboratoryjnych. Jak wiadomo,
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w immunohistochemii dostepne jest szerokie spektrum przeciwciat, ktorych zastosowanie
moze prowadzi¢ do uzyskania zgodnych wynikdw, niemniej metoda IHC jest wcigz

dyskutowana w aspekcie swojej powtarzalnosci, wrazliwosci, czutosci i swoistosci &%, Wyniki
oznaczania Her-2/neu metodg Ventana nieco roznia sie od wynikdw otrzymanych metodg Dako

(korelacja p< 0,005), zadna kobieta bez amplifikacji onkogenu Her-2/neu nie otrzymata terapii

lekiem Herceptin® i zadna kobieta nie zostata pozbawiona terapii lekiem Herceptin® z powodu

wynikéw immunohistochemicznych otrzymanych za pomocg metody Ventana.

Niestety, nieprawdziwe wyniki immunohistochemiczne otrzymane metodg Dako w pigciu
przypadkach (3,8%) — dwa razy fatszywie dodatnie i trzy razy fatszywie ujemne — walidowane
metoda FISH skutkowaty wprowadzeniem niewtasciwej terapii. W konsekwencji dwa razy
pacjentki poddano drogiej i raczej szkodliwej terapii, a trzem pacjentkom nie zastosowano
terapii lekiem Herceptin®, gdzie jego uzycie mogtoby przynies¢ wymierne korzysci.
Podsumowujac - przeprowadzana w naszym badaniu automatyczna i w zwigzku z tym
wydajniejsza czasowo, standaryzowana metoda immunohistochemiczna do wykrywania
Her-2/neu firmy Ventana oferuje tg samg doskonata jako$¢ i wiarygodnos¢ jak metoda Dako
i przedstawia nieco lepszg zgodnos$¢ z wynikami uzyskanymi metodg hybrydyzacji in situ.

Opracowanie wiasne na podstawie artykufu opublikowanego w Virchows Arch w styczniu
2009
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éwiatowy Dzien Walki z Cukrzycag

“

14 listopada, jak co roku, obchodzony byt Swiatowy Dzier Walki z Cukrzyca (ang. Word
Diabetes Day). Cukrzyca, na ktorg w ostatnich latach choruje coraz wiecej osdb, czesto jest
okreslana mianem epidemii XXI w. Miedzynarodowa Federacja Cukrzycowa (ang. IDF —
International Diabetes Federation) szacuje, ze w 2025 roku liczba 0s6b z cukrzycg wzro$nie
na catym $wiecie do 380 min. W Polsce na cukrzyce typu 2, najczestszg postac tej choroby,
choruje okoto 2,5 min os6b. Cukrzyca typu 2 wigze sie z nieprawidtowa dietg i otytoScia, jest
chorobg przewlekts i nieuleczalna.

W zwiazku z rosnacg potrzebg edukacji oraz zwigkszenia efektywnej profilaktyki i diagnostyki
cukrzycy w Polsce, z inicjatywy Instytutu Praw Pacjenta i Edukacji Zdrowotnej, zostata
powofana interdyscyplinarna Koalicja na Rzecz Walki z Cukrzyca. Organizacja ta zrzesza
lekarzy réznych specjalnosci, a takze stowarzyszenia i instytucje, ktére upowszechniajg wiedze
diabetologiczng. Wérdd jej zatozycieli jest m.in. Polskie Towarzystwo Diabetologiczne i Polskie
Stowarzyszenie Diabetykdw. Partnerem Koalicji jest réwniez firma Roche Diagnostics Polska.
Z okazji Swiatowego Dnia Walki z Cukrzyca Koalicja przygotowata kampanig spoteczng pod
hastem ,Cukrzyca — wigcej niz cukier”. Na ulicach Warszawy pojawity sig autobusy z plakatami
informacyjnymi oraz tzw. ,patrole cukrzycowe”, ktére zachecaty mieszkaricéw stolicy do
wykonania bezptatnych pomiaréw poziomu cukru we krwi. Na ponad 200 ekranach w metrze
pojawiata sie krétka prezentacja na temat interdyscyplinarnego charakteru cukrzycy, tak aby
zwrdci¢ uwage jak najwiekszej liczby warszawiakow na tg epidemig XXI w.

W ramach obchodéw Swiatowego Dnia Walki z Cukrzycg, w poniedziatek 16 listopada 2009
w Sejmie RP odbyta sig debata pt. ,,Cukrzyca chorobg interdyscyplinarng”. Udafo sie na niej
zgromadzi¢ znamienitych gosci, w tym m.in. przedstawicieli Srodowiska diabetologicznego:
krajowego konsultanta w dziedzinie diabetologii prof. dr hab. n. med. Krzysztofa Strojka;
prezesa Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego prof. dr hab. n. med. Wtadystawa
Grzeszczaka oraz w-ce prezesa Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego dr hab. Leszka
Czupryniaka. W debacie udziat wzigli takze przedstawiciele $wiata polityki: poset Marek Balicki
oraz przewodniczacy Sejmowej Komisji Zdrowia Bolestaw Piecha.

Podczas panelowych dyskusji poruszane byty najwazniejsze problemy zwigzane z cukrzyca,
w tym wyzwania w zwalczaniu tej choroby oraz plany, potrzeby i realizacja Narodowego
Programu Zwalczania Cukrzycy. Mamy nadzieje, ze zaréwno ta debata, jak i wszystkie inne
inicjatywy Koalicji wptyna na zwigkszanie $wiadomosci spotecznej w zakresie cukrzycy,
zmiane dotychczasowego podejscia do tej choroby i uswiadomienie jej interdyscyplinarnego
charakteru.

Wiecej informac;ji nt Koalicji na Rzecz Walki z Cukrzyca: www.koalicja-cukrzyca.pl

© Uczestnicy debaty w Sejmie
od lewej: prof. Krzysztof Strojek,
prof. Wtadystaw Grzeszczak, dr Marek Balicki

© Uczestnicy debaty w Sejmie

od lewej: prof. Zbigniew Gaciong,

prof. Jacek Ruszkowski, dr Maciej Niewada,
dr Leszek Czupryniak oraz prof. Jan Taton
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Elecsys hs Troponin T

E'/

Wysoce czufa sercowa troponina T (high sensitivity Troponin T, hsTnT)

® Nowa generacja testu do oznaczania troponiny T z bardzo wysokg czutosciag
analityczna.

@ Test spetnia catkowicie wymogi uniwersalnej definicji zawatu migénia sercowego
(sformutowanej z udziatem licznych towarzystw naukowych ESC, ACCF, AHA, WHF)

® Precyzyja oznaczenia ponizej 10%CV dla bardzo niskich, $ladowych stezen troponin
odpowiadajgcych 99 percentylowi stezen u ludzi zdrowych.

Test Elecsys hsTnT odznacza sig kilkakrotnie wigksza czutoscig analityczng niz dotychczas

stosowane metody oznaczania troponin i jest najczulszym oraz najbardziej precyzyjnym

testem troponinowym na rynku.

Punkt odcigcia hsTnT dla diagnostyki zawafu mig$nia wg uniwersalnej definicji
wynosi 14 pg/ml (0,014 ug/L; 0,014 ng/ml)

Doswiadczenia kardiologii ostatniej dekady zsumowane w uniwersalnej definicji zawatu
serca i w zaleceniach towarzystw naukowych jednoznacznie wskazujg na potrzebe
wykorzystywania czutych i precyzyjnych testow troponinowych i stosowania niskich
punktéw odcigcia. Jesli wyniki oznaczania troponin interpretuje sie w szerokim kontekscie
klinicznym w oparciu o wywiad, ocene objawdw, badania elektrokardiograficzne i niekiedy
obrazowe, wowczas ryzyko btedu w rozpoznaniu jest znikome.

Czutos¢ diagnostyczna przy zastosowaniu powyzszego punktu odciecia jest bardzo
wysoka i wynosi $rednio 93% juz w czasie przyjecia do szpitala.

Nizszy punkt odciecia oznacza takze znaczne przyspieszenie biochemicznej diagnostyki
zawatu serca.

Ponadto niskie, ale mierzalne stgzenia troponiny T majg znaczenie prognostyczne zaréwno
w ostrych zespotach wiehcowych jak i innych chorobach takich jak niewydolnos¢ serca,
zatorowos¢ ptucna, przewlekta niewydolnosci nerek i inne.

Nr kat. Nazwa Objetosé

05092728190 Elecsys Troponin T hs STAT 100 oznaczen

05092736190 Troponin T hs STAT CalSet 4x1,0ml

05092744190 Elecsys Troponin T hs 200 oznaczen

05092752190 Troponin T hs CalSet 4x1,0ml

05095107190 PreciControl Troponin 4x2,0ml
Troponina T

Troponina C

-

Troponina |

Analizator cobas e 601
- system
immunochemiczny
przeznaczony
dla srednich i duzych
laboratoriow

—r"-' = *-l

cobas® 6000

- zintegrowany system
biochemiczno-
immunochemiczny

T

Analizator cobas e 411
- system
immunochemiczny
przeznaczony
dla srednich i duzych
laboratoriow
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Diagnostyka jako kluczowy element
medycyny personalizowanej

IMPACT: odkrywanie i ocena
przydatnosci biomarkeréw

Jedng z bardziej obiecujgcych
technologii, nad ktérg trwajg prace

w firmie jest IMPACT, wlasna
platforma immunochemiczna oparta
na technologii mikromacierzy (chip).
Obecnie w fazie ,,przed-prototypowej,
dzieki tej bioinformatycznej technologii
mozna oznaczac do 20 parametrow
jednoczesnie w minimalnej objetosci
probki krwi, surowicy czy osocza,
przy rownoczesnej duzej czutosci

i powtarzalnosci wynikéw. Scista
wspélpraca dziatu diagnostyki

z dzialem farmacji oznacza, iz firma
Roche sama moze oferowac ,,skrojone
na miarg” badania roznych biatek.
Obecnie, dziat farmaceutyczny

w Bazylei i Penzberg postuguje sig
instrumentami IMPACT prowadzgc
wiele programow nad bio markerami
wykorzystujgc ,,chipy” IMPACT.

W pézniejszych fazach, IMPACT
umoZzliwi czesci farmaceutycznej
fagodne przejscie od wstgpnych
badan klinicznych do potencjalnie
uzupetniajgcej diagnostyki in vitro.
Jezeli zaistnieje taka potrzeba, Roche
Diagnostics posiada odpowiednie
zasoby, aby rozpowszechnic¢

i skomercjalizowac ten rodzaj badan

diagnostycznych.

14
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Medycyna personalizowana (PHC, Personalized Health Care) zajmuje si¢ dopasowywaniem
metod leczenia do specyficznych potrzeb pacjenta w celu uzyskania lepszych wynikéw
klinicznych. Przecietnie, od 20 do 80 procent pacjentéw prawidfowo odpowiada na
przyjmowane leki. Wynika to z tego, iz obecnie stosowane leki s standaryzowanymi
produktami dla cafej populacji pacjentéw. Medycyna personalizowana dazy jednak do zmian.
PHC zamierza korzysta¢ z rosnacej wiedzy na temat chorob i ich rodzajéw, mechaniki dziatania
lekéw i biologicznej réznicy pomiedzy grupami pacjentéw, aby dopasowaé leczenie i przez
to uzyskaé lepsze wyniki kliniczne. Obecnie najczesciej wymienianym przyktadem z zakresu
medycyny personalizowanej, jest trastuzumab (Herceptyna), lek stosowany w terapii raka
piersi, ktéry jest bardzo skuteczny u kobiet z nadekspresjg receptora HER2. Dzigki mozliwosci
wykonywania testow na obecnos$¢ tego biomarkera, onkolodzy sg w stanie wykry¢ te 25
procent przypadkdw, ktére najprawdopodobniej pozytywnie odpowiedzg na terapig przy
uzyciu Herceptyny. Ma to znaczenie dla pacjentow, profesjonalistow i ptatnikow oraz tworzy
nowy model dla przysztosci medycyny.

ROLA DIAGNOSTYKI W MEDYCYNIE PERSONALIZOWANEJ

Medycyna personalizowana jednakze to nie tylko terapia i towarzyszaca diagnostyka.

W koncepcji medycyny personalizowanej, Roche taczy wiedze ekspercka obu dziatow w celu
identyfikacji biomarkeréw najlepiej rokujgcych dla rozwoju lekdw i badan diagnostycznych.
Medycyna personalizowana dotyczy i przysporzy wartosci catemu procesowi rozwoju lekow.
W przeciwienstwie do innych firm, ktére mogg tylko wspétuczestniczy¢, sita Roche tkwi

w mozliwosciach nieograniczonej wewnegtrznej wspotpracy migedzy dziatami farmaceutycznym
i diagnostycznym. Dziat diagnostyczny obstuguije cze$¢ farmaceutyczng, dostarczajgc testow
niezbednych w fazach odkrycia, badan i ocenie skutecznosci zaréwno w badaniach nad
nowymi biomarkerami, jak lekami. Firma Roche Diagnostics poczynita wielki postep by
dostosowac sie do potrzeb farmacji w celu dostarczenia narzedzi i technologii, ekspertyzy
klinicznej i obecnosci na rynku niezbednej do wprowadzenia PHC.

NOWE NABYTKI DLA UZUPEELNIENIA OFERTY TECHNOLOGICZNEJ
«Przedsiewzielimy juz znaczace kroki, wliczajgc w to pozyskanie technologii w celu
zapewnienia nam wszechstronnych mozliwosci, tak by spetnia¢ wszystkie wymagania dziatu
farmaceutycznego” powiedziat Rober Yates, Dyrektor ds. Rozwoju.

Oprécz istniejacej juz dziatéw chemii klinicznej, immunodiagnostyki i platform PCR (reakcja
tancuchowa polimerazy) w czasie rzeczywistym, Yates ttumaczy, iz nabyte przez ostatnie
dwa lata technologie daty Roche techniczne podstawy, poczawszy od badan naukowych po
aplikacje diagnostyki in vitro, niezbedne w realizacji medycyny personalizowanej. Wigczenie
firmy Ventana poszerzyfo portfolio Roche o diagnostyke komdrkowa (immunohistochemia

i hybrydyzacja in situ). Wtaczajac oferte firmy 454 Life Science, Roche udanie wkroczyt na
szybko zmieniajgcy sig rynek sekwencjonowania, a poprzez uzyskanie NimbleGen, Roche
uzyskat zaawansowang technologie mikromacierzy DNA, ktéra bedzie nieoceniona przy
testowaniu duzej liczby potencjalnych biomarkeréw. ,Patrzymy réwniez na kolejne mozliwe
inwestycje, ktére mogtyby zwigkszy¢ nasze portfolio” méwi Yates.

ROZWOJ KLINICZNEJ WIEDZY EKSPERCKIEJ

Wspétpraca dziatéw diagnostycznego i farmaceutycznego zacie$nia sig, czego potwierdzeniem
moze by¢ powotanie kierownikéw do spraw kontaktow w pieciu dziedzinach medycyny.
Przekazujg oni potrzeby dziatéw Onkologii, Choréb Zakaznych, Wirusologii, Przemiany Materii

i Neurologii, ekspertom w Diagnostyce, aby zapewni¢ wtasciwe zaplecze technologiczne
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i kadrowe w programach rozwojowych farmacji. Ponadto, funkcje dziatu Spraw Medycznych
i Naukowych zostaty odpowiednio dostosowane by systematycznie integrowac¢ aspekty
medyczne z decyzjami biznesowymi. Dziat Diagnostyczny bedzie rozwijat kliniczng wiedze
na polu odkrywania, rozwoju i rozpowszechniania nowych biomarkeréw. ,Przestawimy

sie z technologicznego zbioru reguf na warto$ci medyczne poprzez przejscie z czysto
technicznej wykonalnosci na znaczenie kliniczne” méwi Yates, podkreslajac, iz nowa warto$é
kliniczna okaze sig bezwzglednie istotna dla sukcesu obydwu dziatéw i strategii medycyny
personalizowanej.

ZBLIZAJAC SIE DO RYNKU

Niemniej jednak Yates uwaza, iz rozwigzanie probleméw wewnetrznych nie wystarczy. Chce
stworzy¢ zapotrzebowanie na rynku poprzez systematyczng odgorng strategie przekazywania
informaciji klinicznej o danym produkcie. ,Docieramy do najlepszych specjalistéw w dziedzinie,
pokazujemy im co nasze badania mogg osiggnaé, a nastepnie przenosimy to na wyzszy
poziom fachowosci, przedstawiajgc znaczace przestanie dla kazdej kluczowej grupy
opiniodawcdéw, powiedziat Dyrektor ds Rozwoju. To zintegrowane podej$cie do rynku okazato
sie bardzo skuteczne w Holandii, gdzie w 2007 marketingowa kampania medyczna dotyczaca
oznaczaniem markera NT-proBNP doprowadzita do wzrostu udziatéw w rynku i prawie
dwukrotnego zwigkszenia sprzedazy.

OBECNOSC SPOLECZNA INNA NIZ WSZYSTKIE

Na koncu, jesli chodzi o diagnostyke uzupetniajgca (terapig), wiodaca pozycja Roche na

rynku doprowadzi do standaryzacji rynku i integracji platform. ,Ten, kto wykona pierwszy
ruch, wyznacza poprzeczke dla konkurencji i umozliwia szybkie przeniesienie nowych testéw
na standardowe platformy”, powiedziat Yates. Integracje istniejgcych platform, takich jak
technologie barwienia komérek i PCR postrzega jako dalszg szanse na pobudzanie rynku

dla uzupetniajgcej diagnostyki. Tam, gdzie bedzie to konieczne i mozliwe, te zintegrowane
technologie pozwolg Roche na wprowadzenie sprawdzonych oznaczen do rutyny, jako
powszechnie dostepng diagnostyke dla wybrania pacjentéw, ktérzy skorzystajg z danej terapii.
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Biomarkery

Biologiczny wskaznik albo ,,biomarker”
jest parametrem biologicznym - jak
biatko czy kwas nukleinowy - ktory
mozna wiarygodnie zmierzy¢ i uzy¢
jako wskaznika prawidlowych
procesow biologicznych, zjawisk
patologicznych albo odpowiedzi na
interwencje terapeutyczng. Dzis
biomarkery odgrywajg kluczowg rolg
w wielu dziedzinach opieki medycznej,
zwlaszcza w nowoczesnej diagnostyce,
gdzie stanowig podstawe wielu
innowacyjny testéw. Roche jest wiodgcg
firmg w badaniach nad biomarkerami
na swiecie.

O cobas IMPACT:
immunodiagnostyczne odczynniki
wieloparametrowe (biomarkery)

© cobas IMPACT:
mikromacierze biatkowe, modut optaszczajacy
(biomerkery)

© Internetowa strona medycyny
personalizowanej
z animacjg na temat zakazenia wirusem wzw typu C

O Internetowa strona medycyny
personalizowanej
z animacja na temat rozwoju komorek rakowych
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Poniewaz kazdy czlowiek jest inny

JesteSmy przekonani, ze terapie powinny odpowiadaé
zrdznicowanym potrzebom pacjentéw. Przewodnikiem dla
nas jest informacja zawarta w ludzkich genach.

Nasze innowacje stuzg milionom chorych, tagodzac ich
cierpienia i poprawiajac jako$¢ ich zycia. Dajemy im nadzieje.

Medycyna personalizowana Roche

Dla lepszego zrozumienia ztozono$ci choroby

Dla lepszego poznania indywidualnych cech pacjenta

Dla lepszego okreslenia optymalnych celéw terapeutycznych
Dla dalszego rozwoju systeméw diagnostycznych

Dla zapewnienia lepszych, bezpieczniejszych
i bardziej efektywnych terapii

COBAS i LIFE NEEDS ANSWERS sa

znakami towarowymi nalezgcymi do Roche
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