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Forum IVD w Atenach

Szanowni Panstwo,

Pragne podzieli¢ si¢ informacjami nt. waznego wydarzenia, jakie mialo niedawno miej-
sce. Na poczatku czerwca z inicjatywy firmy Roche Diagnostics zorganizowano I Euro-
pejskie Forum IVD, w celu przedyskutowania najnowszych osiagnie¢ w tej dziedzinie.

Spotkanie to mialo zasieg zar6wno miedzynarodowy, jak i interdyscyplinarny, doty-
czylo diagnostyki ze zwrdéceniem szczegdlnej uwagi na kraje Europy Centralnej
i Wschodniej. Gléwna przeslanka organizacji Forum IVD byl fakt, ze Europa, jak i sama
Unia Europejska otwiera wiele mozliwosci zar6wno w dziedzinie biznesu, jak i wspol-
pracy naukowej. Opieka zdrowotna korzysta z wielu nowych mozliwosci, zwlaszcza
w zakresie diagnostyki molekularnej. Na przyklad AmpliChip — nowy test firmy Roche
Diagnostics okresla zdolno$¢ konkretnego pacjenta do metabolizowania niekt6rych le-
kéw. Dzigki takiej wiedzy mozna zaleci¢ leczenie i dob6r dawki leku w o wiele wyzszym
stopniu dopasowania do indywidualnych potrzeb pacjenta. Pozwala to zar6wno na
znaczng redukgje kosztéw wynikajacych z nieodpowiedniego leczenia, jak tez jest w sta-
nie oszczedzi¢ pacjentowi dyskomfortu zwigzanego z wystapieniem ewentualnych dzia-
tan ubocznych leku. W momencie, gdy wydatki na opieke zdrowotna w krajach europej-
skich zaczynaja si¢ kurczy¢, aspekt ten ma bardzo istotne znaczenie.

Podczas Forum spotkali si¢ eksperci z réznych dziedzin i réznych krajéw w celu wy-
miany spostrzezen i pogladéw dotyczacych diagnostyki. Méwcy, ktorzy zabrali glos sa pra-
cownikami instytucji, takich jak szpitale, szkoly wyzsze, firmy, laboratoria lub instytucje.

Forum dalo zaréwno mozliwoé¢ spojrzenia na te zagadnienia pod ré6znym katem, jak
i mozliwo$¢ poréwnania perspektywy, z jakiej postrzega si¢ je w réznych krajach Europy.

Oproécz czysto naukowej wymiany pogladéw spotkanie dalo sposobno$¢ do przedys-
kutowania kwestii poprawy jakosci badan diagnostycznych i zwigkszenia ich zbieznosci

z wytycznymi Komisji Europejskiej dotyczacymi diagnostyki in vitro.

Szczegblowa relacje z tej konferencji znajda Panistwo w tym numerze LabForum.

Z powazaniem,

Andrzej BanaszKiewicz

Dyrektor Generalny
Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0.

Nasz adres:

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0.
ul. Wybrzeze Gdynskie 6B

01-531 Warszawa

tel. 0-22/481 54 54-60
faks 0-22/481 55 95
obstuga klienta: tel. 0-22/481 54 00-05
faks 0-22/481 55 96
e-mail: polska.diagnostics@roche.com
internet: www.rochediagnostics.pl

serwis:

tel. 0-22/481 55 55, 56
faks 0-22/481 55 99

centrala:
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Porownanie automatycznego liczenia leukocytow
w ptynie mozgowo-rdzeniowym z metodg tradycyjng

przy wykorzystaniu analizatora hematologicznego SYSMEX XE-2100, cz. I

Cel: Przedstawienie i oméwienie wynikéw
z automatycznego liczenia leukocytow w ply-
nie mozgowo-rdzeniowym (PMR) u pacjen-
tow neurologicznych przy uzyciu analizatora
hematologicznego Sysmex XE-2100.
Metody: Liczba leukocytéw zostala okreslo-
na w 226 $wiezych prébkach PMR (najpoz-
niej w ciggu 2 godzin od pobrania) w meto-
dzie komorowo-mikroskopowej (metoda re-
ferencyjna) i w kanatach DIFF i WBC/Ba-
so XE-2100. Walidacja metody obejmowata
pomiar liniowosci i korelacji z okresleniem
precyzji i czutosci metody w poréwnaniu do
referencyjnej metody mikroskopowej. Tabe-
la prawdopodobieristwa falszywego odrzu-
cenia zostata skonstruowana dla prébek
o prawidlowym skladzie — dla pomiaréw
mniejszych niz 5 leukocytéw/uL i dla pré-
bek nieprawidlowych o cytozie wigkszej niz
4 leukocyty/uL dla XE-2100 i metody refe-
rencyjnej. Ponadto poréwnano réznicowa-
nie leukocytow na leukocyty o jadrze poli-
morficznym (PMN = neutofile, eozynofile,
basofile) i leukocyty jednojqdrzaste (MN =
monocyty, limfocyty) przez analizator z mi-
kroskopowq oceng (tylko n = 30) barwio-
nych cytopreparatéw.

Wyniki: W ocenie powtarzalnosci wynikéw
z kanaléw XE-2100, jak i metody manual-
nej, uzyskano prawie takie same wyniki
46% i 37%, dla bardzo malych wartosci leu-
kocytozy (2 komérki/uL). Dla wyzszych po-
miaréw leukocytozy wyniki z kanatu DIFF
byly wigksze od wynikéw uzyskanych meto-
da manualng (dla leukocytozy okolto 50/uL)
9% i 15%; dla leukocytozy okoto 500/uL 4%
i 99%). Powtarzalnos¢ wynikéw pomiaréw
dla kanatu DIFF jest zdecydowanie lepsza
niz w kanale WBC/Baso. Liniowos¢ i bada-
nie wplywu tla daly doskonale wyniki dla
obu kanatéw. Pomiary z XE-2100 wykazaly
doskonalq korelacje z metodgq mikroskopo-
waq dla wartosci leukocytozy w przedziale
0-3000/pL. W nizszym zakresie niz 50 ko-
morek/uL kanat DIFF wykazat dobrq kore-

lacje z metodq mikroskopowq w przeciwieri-
stwie do pomiaréw z kanalu WBC/Baso,
ktore nie wykazaly tak dobrej zaleznosci. Ta-
bela prawdopodobieristwa falszywego od-
rzucenia wykazala, ze pomiary z kanatu
DIFF przewyzszajq jakosciq pomiary z ka-
natu WBC/Baso, szczegélnie w decyzyjnym
punkcie dla cytozy > 4 WBC/uL.

W réznicowaniu leukocytéw na komor-

ki PMN i MN z wykorzystaniem kanatu
DIFF uzyskano bardzo dobrq korelacje
R’=0,893 i R’=0,850, ale tylko dla malej
liczby prébek n=30.
Whioski: Okreslenie liczby leukocytow
w PMR z wykorzystaniem kanatu DIFF XE-
-2100 ma dobrqg korelacje z metodq mikro-
skopowq. Nie znaleziono zadnych przypad-
kowych nieprawidlowych wynikéw w zakre-
sie wynikéw prawidlowych, nie jest wiec
mozliwe aby zostaly pominigte patologiczne
pleocytozy. Zostalo jednak przyjete, ze jest
mozliwe otrzymanie okoto 3% falszywie po-
zytywnych wynikéw. Jest to wazna informa-
cja dla prowadzqcego lekarza, aby byt swia-
domy prawidlowej interpretacji danych.
Z klinicznego punktu widzenia, zautomaty-
zowany pomiar leukocytozy w PMR w ka-
nale DIFF XE-2100 pod wzgledem jakoSci
jest absolutnie wystarczajacy na wdroZenie
odpowiedniego leczenia pacjenta.

Réznicowanie leukocytow na komérki

z jadrem polimorficznym — PMN i mono-
nukleary — MN zapowiada sig obiecujgco,
ale wymaga oceny wigkszej liczby przeba-
danych prébek.
Stowa kluczowe: plyn mézgowo-rdzeniowy,
leukocytoza, automatyczny analizator he-
matologiczny, XE-2100, pomiar leukocyto-
zy w kanale DIFF.

WSTEP

We wszystkich szpitalach, w ktérych sa le-
czeni pacjenci w ostrym stanie neurolo-
gicznym musza by¢ szybko wykonywane
pomiary podstawowych skladnikéw

PMR, takich jak: liczebno$¢ komoérek (cy-
toza) stezenie bialka i glukozy/mlecza-
néw, o kazdej porze dnia i nocy.

Cytoza jest kluczowym parametrem
dla prawidlowej diagnostyki i klasyfikacji
wielu choréb.

Prawidlowe wartosci cytozy (< 5 leuko-
cytéw/uL) moga znaczaco wplyna¢ na roz-
poznanie i opdznic¢ poczatek terapii. Falszy-
wie zwigkszone wartosci cytozy moga pro-
wadzi¢ do nieprawidlowej diagnozy i nie-
potrzebnych procedur terapeutycznych.

Manualne/mikroskopowe liczenie licz-
by komérek w PMR jest czasochlonne,
czgsto nieprecyzyjne, wymaga nakladu
pracy i doswiadczenia, ale pozostaje ,,zlo-
tym standardem” wg NCCLS.

Do dnia dzisiejszego, zautomatyzowane
metody liczenia cytozy PMR napotykaly
trudnoéci w uzyskiwaniu prawidlowych wy-
nikéw, szczegblnie w probkach, w ktérych
leukocytoza byla mniejsza niz 50 komo-
rek/pL, w zwiazku ze zliczaniem przez anali-
zator pecherzykéw powietrza oraz innych
zanieczyszczen. Te problemy wplynely na
fakt, ze uznano automatyczne liczenie cyto-
zy w PMR jako nieuzyteczne, szczeg6lnie
w przypadkach, gdy u zdrowego czlowieka
cytoza jest mniejsza niz 5 komdrek/pL. W la-
boratorium ocenili$my ostatnio mozliwosci
nowego wieloparametrowego analizatora
hematologicznego XE-2100 do pomiaréw
liczby komorek — leukocytéw w PMR.

Wieloparametrowy analizator hemato-
logiczny XE-2100, ktéry wykorzystuje im-
pedancje i cytometrie fluorescencyjna prze-
plywowa do réznicowania komérek krwi.

Pomiar liczby leukocytéw (kanal
WBC/Baso) jest dokonywany poprzez po-
miar objetoéci komoérki (przednie $wia-
tlo) i ocene zlozonosci struktury (boczne
$wiatlo) po fiksacji leukocytéw. Rozdzial
leukocytéw na populacje (DIFF kanal)
jest okreslany przez pomiar stymulowanej
fluorescencji i struktury komorek.
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W metodzie referencyjnej — manualnej,
postepujac zgodnie z procedura w celu
okreslenia cytozy najpdzniej w ciagu 2 go-
dzin od pobrania prébek PMR, mieszano
10uL kwasu octowego z 90uL PMR. Do li-
czenia cytozy zostala uzyta komora Fuch-
sa-Rosenthala (FR), w ktérej policzono
po sedymentacji wszystkie komoérki na
powierzchni wszystkich 16 kwadratéw.
Zastosowano zasady krawedziowe liczenia
komorek: komérki dotykajace lewa i dol-
na krawedz siatki zostaty dodane do licze-
nia, a te dotykajace prawej i gornej krawe-
dzi zostaly odrzucone. Jednostka byta licz-
ba leukocytéw/pL.

Preparaty do oceny cytologicznej ko-
moérek PMR zostaly przygotowane przez
wirowanie w cytowiréwce, zabarwione
metoda May Grunwalda-Giemsy i ocenio-
ne w mikroskopie. Réwnolegle 130uL nie-
rozcienczonego PMR zostalo poddane
analizie w analizatorze XE-2100. Liczba
leukocytéw (liczba/pL) byla analizowana
w dwdch réznych kanatach — WBC/Baso
i DIFE. Wyniki pomiaréw liczby leukocy-
tow wzieto z ekranu obstugowego (serwi-
sowego) jako: liczba leukocytow/uL — aby
zapewni¢ odczyt konkretnych wynikéw
niezbedne jest oprogramowanie XE-PRO.

Korelacja pomiaréw leukocytozy w PMR
Przed pomiarami prébek pacjentéw
w analizatorze zawsze sprawdzano czysto$é
tla w kanalach pomiarowych. Wszystkie
226 probki PMR zostaty poddane analizie
w analizatorze XE-2100 tzw. sposobem
otwartym-recznym z zastosowaniem pro-
filu CBC+DIFEF, a wyniki poréwnane z wy-
nikami liczenia komorowego FR.
Zgodno$¢ miedzy wynikami obu me-
tod i dwoma réznymi kanatami z XE-2100
zostala poddana analizie regresji Passing-
-Babloka w trzech réznych zakresach
A: wszystkie wyniki 0-3000 WBC/pL
B: 0-50 WBC/pL
C: 51-1000 WBC/pL

Liniowos$é
Liniowo$¢ dla WBC zostala oznaczona wg
protokotu NCCLS EP6.

Prébka PMR o cytozie okolo

500/uL zostala rozcieficzona fizjologicz-
nym roztworem soli.

Zostaly przygotowane rozcienczenia
PMR odpowiednio 100%, 80%, 60%, 40%,
20%, 10%, 5%, 1% i poddane podwojnie
analizie: metoda komorowa (przygotowa-
ne ta samg procedura) i w analizatorze
XE-2100 w kale DIFF i WBC/Baso przy
podaniu prébek systemem recznym.

Precyzja

Trzy rézne probki PMR, z prawidtows cyto-
za < 5 leukocytéw/uL, patologiczng cytozg
(dokladnie 50 leukocytéw/uL) i wysoce pa-
tologiczna (dokladnie 500 leukocytéw/uL)
zostaly poddane analizie 10 razy poprzez li-
czenie metoda komorowa (wykonane przez
tego samego technika) i przez pomiary na
XE-2100 w kanalach DIFF i WBC/Baso
(prébki podawano w systemie otwartym).
Zostaly wyliczone wspélczynniki zmienno-
$ci CV na kazdy poziom liczenia i na kazda
metode.

Interferencja

Caltkowity wplyw zostal okreslony dla po-
miaréw leukocytozy w analizatorze XE-
-2100 w obu kanatach pomiarowych DIFF
i WBC/Baso na 3 prébkach pelnej krwi.
Kazdy pomiar zostal poprzedzony 3 pu-

stymi pomiarami czystoéci tla. Jakakol-
wiek interferencja zostala odnotowana ja-
ko liczba absolutna.

Proporcjonalna interferencja dla kana-
tu WBC DIFF i kanalu WBC/Baso zostala
zmierzona uzywajac metody Broughtona.
Uzywajac 3 probek PMR z niska (n1-n3)
i 3 probek z wysoka (wl-w3) cytoza, mo-
zemy obliczy¢ procentowy udzial wplywu
tla wg wzoru:

Wplyw (%) = nl-n3 / w3-n3 x 100

Tabela prawdopodobienstwa fatlszywego
odrzucenia

Wyniki wszystkich probek pacjentéow
(226) poddane analizie na analizatorze
XE-2100 (CBC+DIFF profil) i policzone
metoda referencyjng komorowa FR zosta-
ty poréwnane w tabeli z wartoscia progo-
wa dla prawidlowych prébek < 5
WBC/uL wartoscia progowa dla probek
patologicznych >4 WBC/pL.

Metoda rozdziatu réznicujacego leukocyty
Poprzedzajac analize pomiarem czystosci
tha, zbadano prébki PMR (n=30) w anali-
zatorze XE-2100 w kanale DIFF (wyniki
z ekranu wyszukujacego) w otwartej me-

Tabela 1. Korelacja liczenia leukocytéw w kanatach pomiarowych XE-2100
z referencyjng metoda liczenia w kamerze Fuchsa-Rosenthala w trzech zakresach

A: WBC 0-3000//pL

nachyl R? n
WBC/BASO kanat 1,09 0,883 226
DIFF kanat 1,11 0,985 226

nachyl R? n

B: WBC 0-50/pL  C: WBC 51-1000/pL
nachyl R* n
1,93 0,064 201
1,18 0,870 201

0,99 0,839 25
0,99 0,940 25

Tabela 2 Precyzja liczenia leukocytéw w PMR w kanatach XE-2100
i dla mikroskopowej metody referencyjnej dla trzech prébek o trzech ré6znych zakresach

Kamera FR

Préobka 1

Srednia (WBC/pL) 1.3
SD 0.48
CV (%) 37.0
Prébka 2

Srednia (WBC/pL) 55.9
SD 8.49
CV (%) 15.0
Prébka 3

Srednia (WBC/pL) 481.9
SD 435
CV (%) 9.0

kanat DIFF kanat WBC/BASO

1.9 4.2
0.9 2.5

46.0 59.0

75.9 71.6
6.7 10.3
9.0 14.0

514.2 503.9

22.9 32.3
4.0 6.0
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a: poréwnanie metody manualnej

i pomiaréw z kanatu DIFF (n = 226)
Snuc o 3000

b: poréwnanie metody manualnej
i pomiaréw z kanatu WBC/Baso (n = 226)
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Wykres 1a, b: Krzywe regresji dla referencyjnej metody liczenia cytozy w PMR i dla pomiaréw w kanatach DIFF

i WBC/Baso XE-2100 dla zakresu A (0-3000 /pL)

c: poréwnanie metody manualnej
i pomiaréw z kanatu DIFF (n = 201)

d: poréwnanie metody manualnej
i pomiaréw z kanatu WBC/Baso (n = 201)
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Pomiar manualny (WBC/pL) Pomiar manualny (WBC/pL)
Wykres 1c, d: Krzywe regresji dla referencyjnej metody liczenia cytozy w PMR i dla pomiaréw w kanatach DIFF

i WBC/Baso XE-2100 dla zakresu B (0-50 /pL)

e: poréwnanie metody manualnej
i pomiaréw z kanatu DIFF (n = 24)

f: poréwnanie metody manualnej
i pomiaréw z kanatu WBC/Baso (n = 24)
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Wykres 1e, f: Krzywe regresji dla referencyjnej metody liczenia cytozy w PMR i dla pomiaréw w kanatach DIFF
i WBC/Baso XE-2100 dla zakresu C (51-1000 /pL)

todzie manualnej i poréwnano z wynika-
mi mikroskopowego réznicowania prepa-
ratéw cytologicznych PMR przygotowa-
nych w cytowir6wce i zabarwionych me-

Analizator XE-2100

todag May Grunwalda-Giemsy. =

W réznicowaniu uwzgledniono po- |
dziat na leukocyty z polimorfizmem ja- ;
der/pL (PMN = granulocyty) i mononukle-
arane/pL (MN = limfocyty + monocyty).

Zgodnos$¢ miedzy metodami okre$lono
stosujac analize regresji Passinga-Babloka.

WYNIKI

Poréwnanie metod

Analiza regresji miedzy metoda referencyjna
i pomiarami z dwdch réznych kanatéw po-
miarowych XE-2100 w trzech réznych za-
kresach A, B i C zostala przedstawiona w Ta-
beli I. Widzimy tam dobra korelacj¢ migdzy

mikroskopowym -liczeniem leukocytozy
iz kanaléw dla XE-2100 WBC-DIFF i WBC
/Baso o warto$ciach odpowiednio dla
A (R*=0,985; R’=0,883), dla C (R*=0,940,
R’=0,839). W waznym diagnostycznie za-
kresie cytozy dla PMR 0-50 leukocy-
tow/uL wykazano dobra korelacje z metoda
referencyjna dla kanalu WBC-DIFF
(R*=0,870) w przeciwienstwie do stabej ko-
relacji (R’=0,064) dla kanalu WBC/Baso dla
zakresu B.Wykresy: 1a—1f przedstawiaja gra-
ficznie te poréwnania.

Liniowos$é

Liniowo$¢ dla prébek liczonych metoda ko-
morowa FR w mikroskopie jak réwniez dla
kanatéw pomiarowych XE-2100 wykazala
dobra korelacje dla wszystkich tych metod:
metoda referencyjna — R’= 0,97

kanal WBC-Baso — R>= 0,98

kanat WBC-DIFF — R*= 0,99.

Precyzja
Precyzja (CV) liczenia leukocytéw metoda
referencyjna i z dwoch réznych kanalow
XE-2100 zostaty przedstawione w Tabeli 2.
Wspolczynniki zmiennosci z XE-2100 by-
ly mniejsze dla kanalu WBC-DIFF przy
cytozie > 50 leukocytéw/puL i wynosity 9%
4% a dla metody referencyjnej 15% i 9%.
Wspélczynnik zmiennosci CV dla ni-
skiego zakresu cytozy < 5 leukocy-
téw/pL byl mniejszy dla metody referen-
cyjnej i wynosil 37% (wykonanej przez te-
go samego technika) niz dla kanaléw XE-
-2100 DIFF i WBC-Baso gdzie mial odpo-
wiednio wartosci 46% i 59%.
c.d. w nastepnym numerze
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Badania oznaczen markeréw sercowych
w Wielkiej Brytanii, cz. I

Wing Man Tsang, Avril M Owen, Paul O Collinson i Julian H Barth

cd. z poprzedniego numeru

BADANIE 1.

Rodzaje oferowanych testow

Model uzywanych markeréw sercowych
(n=142) przedstawia Tabela 1. Sto dwa-
dzie$cia dziewieé laboratoriow oferowalo
oznaczenie CK. Siedemdziesiat cztery la-
boratoria (52%) wykonywato pelny profil
testow, a 68 (48%) oznaczalo pojedyncze
markery sercowe.

Sposréd 74 laboratoriéw oferujacych pa-
nel markeréw sercowych, 33 (48%) wykony-
walo badania troponiny jako jeden z testow.

Oznaczanie biochemicznych marke-
réw w diagnostyce ostrej choroby wierico-
wej stosuje si¢ od wielu lat. Niektére
z nich np. aminotransferaza asparaginia-
nowa, mioglobina, CK i dehydrogenaza
mleczanowa sa markerami niespecyficz-
nymi dla uszkodzenia mig$nia serca.

Inne maja rézne stopnie swoistosci,
a ich obecno$¢ w krazeniu jest zalezna od
czasu miedzy wystgpieniem bélu w klatce
piersiowej, a badaniem i szybkoscia elimi-
nacji z krazenia. Do nich zaliczaja si¢ CK-
-MB, stosunek izoform CK, dehydrogena-
za hydroksymaslanowa, troponina I i tro-
ponina T.

Z 68 laboratoriéw, ktore oferowaly te-
sty indywidualne, w 53 (78%) oznaczano
troponing. W zadnym z laboratoriéw nie

zglaszano oznaczania mioglobiny lub izo-
formy CK-MB we wczesnej diagnostyce,
jesli w EKG nie bylo zmian. Stosowanie
marker6w innych niz troponiny w dia-
gnostyce ponownych zawatéw nie byto
przedmiotem tego badania.

Czas badania

NACB (National Academy of Clinical Bio-
chemistry) zalecita docelowy czas ozna-
czania markeréw sercowych ponizej 1 go-
dziny. Czas badania zdefiniowano jako
czas od pobrania probki do uzyskania wy-
niku. W naszym badaniu 57 (40%) labo-
ratoriéw wykonywalo te testy 24 h na do-
be, a 68 (48%) wykonywalo je tylko w go-
dzinach pracy (5 laboratoriéw mialo wy-
dtuzony czas pracy od 8.00 do 22.00).

W jednostkach wykonujacych zbiorcza
analiz¢ troponiny czas badania dla indy-
widualnych prébek moze sie r6ézni¢ w za-
leznosci czy probki te dostarczono przed
czy po zbiorczej analizie.

Whbrew zaleceniom NACB czas badania
w wiekszosci laboratoriéw w Wielkiej Bry-
tanii byt mierzony od momentu dostar-
czenia probki do laboratorium, a nie od
momentu jej pobrania. W przypadku 29%
(n=41) laboratoriéw czas badania wynosit
ponizej 1 godziny, w przypadku 39%
(n=55) czas badania byt ponizej 2 godzin,
a w przypadku 46% (n=65) ponizej 3 go-

Tabela 1. Markery uszkodzenia migs$nia sercowego wykonywane w laboratoriach w WB

Laboratoria wykonujaca indywidualne oznaczenia 48%
Srednia liczba wykonywanych testow przez laboratorium 2-3

Laboratoria wykonujace profil testow 52%
CK, AST (HBD, LDH) 26%
CK, CK-MB (AST, LDH) 26%
CK, CK-MB, troponin (AST, LDH) 16%
CK, troponina (AST, LDH) 32%
Srednia liczba wykonywanych testéw przez laboratorium 34

CK-kinaza kreatynowa; AST aminotransweraza asparaginianowa,

HBD-dehydrogenaza hydroksymastowa, LDH-dehydrogenaza mleczanowa

dzin. Jednakze w przypadku 23% (n=33)
czas badania byt dluzszy niz 8 godzin.

Czestotliwo$¢ badan

W przypadku braku zmian w EKG, w celu
wykrycia ostrego niedokrwienia mie$nia
sercowego, NACB zaleca pobranie czterech
probek (przy przyjeciu, miedzy 2—4 h, mie-
dzy 6-9 h i ewentualnie migdzy 12-24 h).
W tym badaniu wszystkie laboratoria ozna-
czajace troponing mialy zalecenia odnosnie
czestotliwosci pobran. 62% (n=88) zalecalo
pobranie od 1 do 3 prébek, drugie i trzecie
oznaczenie wykonujac tylko wtedy, gdy
pierwszy wynik troponiny byl negatywny
lub dwuznaczny. 75% (n=107) labora-
toriéw wykonywalo oznaczenia troponiny
w zalecanych przedzialach czasowych.
ESC/ACC rekomenduje wykonanie testu
przy przyjeciu pacjenta, miedzy 6-9 h i po-
nownie miedzy godzing 12-24 jesli wcze-
$niejszy wynik byl negatywny, a stan Kkli-
niczny wskazuje na wysokie ryzyko.

Aspekty kliniczne
Sposréd ankietowanych, 44% (n=62) re-
spondentéw wymagalo wczes$niejszej
konsultacji klinicystéw przed wykona-
niem oznaczen swoistych markeréw ser-
cowych. W 57 laboratoriach (40%)
stwierdzono, ze zlecenia lekarskie miaty
wplyw na rodzaj oznaczanego markera
sercowego. Jesli nie bylo szczegdtowych
zlecen, w 122 laboratoriach (86%) ozna-
czano wymagane markery sercowe, pod-
czas gdy pozostatych 20 (14%) odméwio-
no wykonania testéw jesli klinicysta nie
skontaktowat si¢ z laboratorium. Tylko 64
laboratoria (45%) mialy dostep do algoryt-
mu postgpowania w przypadku bdlu
w Kklatce piersiowej, a 25 z nich skorzystalo.
Markery sercowe, zwlaszcza troponiny,
oprécz znaczenia w diagnostyce zawalu
mieénia sercowego, odgrywaja takze inna
istotna role np. w ocenie perfuzji serco-
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wej, w stratyfikacji niestabilnej dusznicy
bolesnej i w dalszym rokowaniu.
Wspélpraca pomiedzy laboratoriami
i klinicystami w oznaczaniu markeréw serco-
wych przedstawiona w tym badaniu pokazu-
je, ze rola laboratoridw jest zazwyczaj bierna,
chociaz niewielka ich cze$¢ wykazuje aktyw-
ne zaangazowanie zwlaszcza w diagnostyke
zawalu migénia sercowego (Tabela 2.).

czonych ustug poprzez wprowadzenie do
oferty oznaczen troponiny oraz skrocenie
czasu badania. W 93 laboratoriach (87%),
oferowano teraz mozliwo$¢ oznaczania tro-
poniny (mimo Ze nie wszystkie oznaczaly ja
na miejscu). 37 laboratoriow (35%), ktére
ocenilo w pierwszym badaniu poziom swo-
ich ustug jako zadowalajacy, skrécilo czas
oznaczenia troponiny. Sposréd grupy 48 la-

Tabela 2. Kontakt klinicystow z laboratoriami w réznych stanach chorobowych

miesnia sercowego

Aktywna Brak Brak
wspoétpraca aktywnej danych
wspotpracy
Diagnostyka ZS
(n=130) 30% (n=39) 68% (n=88) 2% (n=3)
Diagnostyka ZS

0 lzejszym przebiegu (n=126)
Niestabilna dusznica bolesna
(n=111)

Ocena efektu leczenia

26% (n=33)

15% (n=17)

64% (n=81) 10% (n=12)

61% (n=67) 24% (n=27)

trombolitycznego (n=100) 0% (n=0) 44% (n=44) 56% (n=56)
Diagnostyka objetosci
wyrzutowej serca (n=104) 2% (n=2) 31% (n=32) 67% (n=70)

Diagnostyka przy t6zku pacjenta

Tylko 17 ze 142 laboratoriow (12%) wpro-
wadzito diagnostyke przy 16zku pacjenta.
Pozostale laboratoria oznaczaja troponing
jedynie w laboratorium centralnym.

Zmiany w oznaczaniu markeréw
sercowych
Na to pytanie odpowiedzialo 120 laborato-
riéw. 74 z nich (62%) zglosilo zmiany
w czasie ostatnich 3 lat. W 48 laboratoriach
(40%) stwierdzono zadowolenie z poziomu
oferowanych przez siebie ustug w zakresie
oznaczen markeréw sercowych; pozostata
cze$¢ zglaszala, niedostateczny ich poziom.
W 84 (70%) laboratoriach przewiduje si¢
zmiany w niedalekiej przysztosci, pomimo
réznych przeszkéd, ktdre nalezy pokonad.
Sa to miedzy innymi: ograniczenia finanso-
we —w 76 przypadkach (63%) i przeszkody
kliniczne — w 4 (3%).

17 laboratoriéw (14%) przyznalo sie
do wystepowania obu tych ograniczen.

BADANIE 2.

Wplynelo 107 odpowiedzi. 59 (55%) z tych
laboratoriow, ktdre wezesniej oferowaty nie-
pelny panel badan, podniosto jako$¢ swiad-

boratoriéw (45%), w pierwszym badaniu
okreslajacych poziom swoich ustug jako nie-
wystarczajacy, ale niebedacych w stanie prze-
prowadzi¢ zmian do czasu drugiego badania,
35 (73%) przewiduje skrocenie czasu ozna-
czania troponiny w niedalekiej przyszlosci.

Komentarze

64 z 107 laboratoriow (60%) zawarlo
w raporcie swoje komentarze dotyczace
oznaczania markerow sercowych.

Przeszkody do pokonania

Problemy zglaszane w badaniu drugim
byly bardzo podobne do zglaszanych
w badaniu pierwszym — najwigksza barie-
ra dla wigkszosci laboratoriéw byly ogra-
niczenia finansowe. W obu badaniach
(120 laboratoriéw odpowiedzialo na to
pytanie w badaniu pierwszym i 107 w ba-
daniu drugim), 60-65% uznalo ograni-
czenia finansowe za podstawowa prze-
szkode¢ w ulepszeniu poziomu ustug zwia-
zanych z oznaczeniem troponiny. Mniej
niz 7% doswiadczylo przeszkéd klinicz-
nych, a 10% nie mialo problemu z ozna-
czaniem troponin.

Publikacja zamieszczona na stronie in-
ternetowej przez NICE (National Institute
For Clinical Excellence) i ACB (Association
Of Clinical Biochemists) ma na celu po-
moc laboratoriom w ich staraniach o do-
finansowywanie ustug zwiazanych z ozna-
czaniem troponin.

Whioski

Wykonywanie oznaczefi markeréw serco-
wych ulegto radykalnym zmianom w cig-
gu ostatnich czterech lat.

Wigkszo$¢ laboratoriéw (prawie 90%)
oznacza obecnie troponing. Wiele labora-
toriéw przyznaje jednak, ze czas badania
jest zbyt diugi. Wigkszos¢ z nich uwaza, ze
ograniczenia finansowe hamuja poprawe
obecnej sytuacji, ale wierzy w zmiany na
lepsze w przysztosci.

Pismiennictwo opublikowano w poprzed-
nim numerze

Nowoczesna diagnostyka
markeréw sercowych
przy pomocy analizatora
Cardiac reader
- Troponina T
— Mioglobina
— NT-proBNP

==
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Rola wirusow brodawczaka w karcynogenezie
szyjki macicy cz. Il

Witold Kedzia, Agata Jozefiak, Anna GoZdzicka-Jézefiak, Pracownia Patofizjologii Szyjki Macicy,
GPSK, Akademia Medyczna w Poznaniu

cd. z poprzedniego numeru

Genom wirus6w brodawczaka

Genom HPV stanowi dwuniciowy DNA
zbudowany z okoto 8 000 par zasad.
W jednej z nici DNA mozna wyréznié
dwa regiony kodujace; wczesny (E) i poz-
ny (L), ktére sa przedzielone odcinkiem
nie kodujacym, pelniacym funkcje regula-
torowe (LCR ang. long control region lub
URR ang. upstream regulatory region). Dru-
gi krotki odcinek nie kodujacy SNR (ang.
short non-coding region) znajduje si¢ po-
miedzy ramkami odczytu ORF 5 a ORFL 2.
Zlokalizowane sa w nim prawdopodobnie
sekwencje promotorowe, ktérych aktyw-
noé¢ jest regulowana przez czynniki bial-
kowe pojawiajace si¢ w trakcie réznicowa-
nia keratynocytéw oraz sygnal poli A dla
transkryptéw wezesnych gendw.

W  regionie wczesnym wystepuja
otwarte ramki odczytu (ORF) kodujace
biatka odpowiedzialne za replikacje wiru-
sa oraz transformacj¢ komoérek gospoda-
rza. Produktem OREF El1 jest biatko jadro-
we 0 masie czasteczkowej od 68 do 72 kD,
zwigzane z replikacja wirusowego DNA
i utrzymanie go w formie episomalne;j.

Produktem ORF E2 sa trzy bialka jadro-
we o masach czasteczkowych 28, 31148 kD,
ktére pelnia zasadnicze funkcje w regulacji
transkrypgji i replikacji wirusowego DNA.

ORF E2 HPV 16, koduje biatko wcze-
sne, ulegajace ekspresji w konicowym eta-
pie cyklu zyciowego wirusa. Jego rola nie
jest do konica poznana. Proteina ta wiaze
si¢ z posrednim typem wldkienek keraty-
ny, powodujac zapadanie si¢ cytoszkieletu
komorkowego co ulatwia uwalnianie cza-
stek potomnych wirusa z komorek utrzy-
mujacych postaé¢ koilocytéw*"'. ORF E5
koduje hydrofobowe bialko E5 o masie 7
kD zbudowane z 44 aminokwas6w. Bialko
to wystepuje w blonie komoérkowej, gdzie

poprzez oddzialtywania na receptory dla
EGF, TGFa czy PDGF, moze bra¢ udzial
w deregulacji przekazywania sygnatéw do
komorki. E5 jest najmniejszym dotych-
czas poznanym bialkiem transformuja-
cym. Produktami ORF E6 i ORF E7 sa
dwa inne bialka wirusowe o wlasciwo-
$ciach onkogennych. Biatko E6 wiruséw
o wysokim potencjale onkogennym (np.
HPV 16), ma zdolno$¢ wiazania sie z ko-
moérkowym biatkiem p53 co prowadzi do
degradacji p53. Produktem ORF E7 jest
biatko jadrowe, zbudowane z 98 amino-
kwaséw. Bialko to moze destabilizowac
przebieg cyklu komérkowego oddzialujac
na inne bialka takie jak pRB, p107 i p130.

Produktami ORF L1 i ORF L2 sa dwa
bialka strukturalne wirusa: L1 i L2. Do ich
syntezy dochodzi tylko w zréznicowanych
keratynocytach. L1 ma masg czasteczkowa
56 kD i nalezy do najbardziej zachowaw-
czych bialek wirusa Papilloma. Biatko L2
o masie czasteczkowej 76 kD wykazuje
zmienno$¢ sktadu aminokwasowego. Pro-
teiny te tworza kapsyd wirusa HPV 9”.

Pomiedzy otwartymi ramkami odczy-
tu E6 i L1 w genomie wszystkich wiruséw
Papilloma znajduje si¢ nie kodujacy rejon
regulatorowy (LCR), zawierajacy odcinki
bogate w AT, miejsce promotorowe dla
polimerazy RNA II (p 97), oraz liczne ele-
menty wigzace dla bialek wirusowych
i komérkowych pelniacych funkcje regu-
latoréw transkrypcji i replikacji wiruso-
wego materialu genetycznego. W LCR
mozna takze wyrézni¢ odcinki zaangazo-
wane w oddzialywania na bialka macierzy
komorkowej i nukleosomy.

Wisrod bialek komoérkowych wiaza-
cych si¢ z tym regionem wyrézni¢ mozna
czynniki transkrypcyjne tj: TEF1, 2; Octl;
API1; NF1; Sp1; TBP; C/EBPf3; YY1; CDP,
AP2; oraz receptory dla hormonéw stero-
idowych, ktére pelnia funkcje wzmacnia-

czy lub wyciskaczy transkrypcji wiruso-
wych genéw.

Rola HPV w etiologii raka szyjki macicy
Wiele danych zaréwno eksperymental-
nych jak i klinicznych wskazuje na $cisty
zwiagzek pomiedzy infekcja HPV a roz-
wojem raka szyjki macicy. Infekcja wiru-
sowa moze wyprzedza¢ w czasie rozwdj
nowotworu. Jak dlugi bedzie to okres,
jest to uzaleznione od szeregu czynni-
kéw. Na pewno ma na to wplyw typ wi-
rusa, czas trwania infekcji, obecnosé
wspolistniejacych zakazen, ewentualne
zaburzenia gospodarki hormonalnej,
mutacje w genomie wirusa. W procesie
tym wazna role odgrywaja takze czynni-
ki egzogenne oddzialujace ze srodowiska,
palenie tytoniu, wiek nosiciela czy jego
odpowiedZ immunologiczna. Powstawa-
nie nowotworu jest procesem wieloeta-
powym i wieloczynnikowym. Punktem
wyjécia calosci zmian sa mutacje w ge-
nach kontrolujacych podzialy komoérko-
we i ich réznicowanie. Do powstania ra-
ka nie wystarcza pojedyncza mutacja
punktowa. Dzialanie onkogenne kilku
karcynogenéw kumuluje si¢ w czasie po-
wodujac upos$ledzenie prawidlowego
funkcjonowania od 3 do 5 genéw?>".
Istnieje kilka teorii ttumaczacych zlo-
zony proces transformacji nowotworowej
przy udziale wirusa HPV. Jedna z nich za-
kiada, ze przerwanie ramki ORF El lub
ORF E2, do jakiej dochodzi podczas inte-
gracji wirusa do genomu gospodarza po-
woduje zahamowanie ich ekspresji i nie-
kontrolowana syntez¢ dwdch biatek onko-
gennych E6 i E7. Proteiny te moga wcho-
dzi¢ w interakcje z dwoma regulatorami
cyklu komoérkowego p53 i RB, ktore sa
produktami genéw supresji transformacji
nowotworowe;j. Bialko p53 jest zaangazo-
wane w regulacje cyklu komoérkowego,
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apoptozg oraz napraw¢ DNA. W komor-
kach prawidlowych jego zawarto$¢ jest
bardzo mala a ekspresja cisle kontrolowa-
na. W komoérkach zakazonych HPV do-
chodzi do degradacji p53 przy udziale wi-
rusowego biatka E6. Biatlko E7 HPV 16
wiaze sie natomiast z biatlkiem RB.

Transkrypcja genéw E6/E7 jest takze
regulowana przez specyficzne czynniki
Brn3a i Brn3b, wystepujace w keratynocy-
tach. Bialka te pelnia odpowiednio funk-
cje aktywatora lub represora ekspresji wi-
rusowych genéw. W rakach szyjki macicy
stwierdzono mutacje w protoonkogenach
c-myc, H-ras prowadzace do nadekspresji
bialek, rearanzacji genomu lub amplifika-
¢ji’. Obserwowano réwniez utrate hetero-
zygotycznoéci na chromosomach 3p, 6p,
11p, 18. Wirusy HPV moga integrowa¢ do
genomu komoérkowego w jednej lub kilku
kopiach. Wlaczone sekwencje wirusowe
maja takze wpltyw na konformacje chro-
matyny, powodujac np. przesunigcie nu-
kleosomoéw. Takie dziatanie sekwencji wi-
rusowych zmienia dostgpnos¢ DNA dla
polimerazy RNA. Bialka wirusowe poza
tym, ze wchodza w reakcje z szeregiem
czynnikéw komdrkowych, odgrywajacych
wazna role w regulacji cyklu komdrkowe-
go moga takze wlaczaé si¢ w spos6b bez-
posredni lub posredni w regulacje trans-
krypcji szeregu genéw komorkowych.

W komoérkach zainfekowanych wiru-
sem HPV16 stwierdzono nadekspresje re-
ceptora dla nablonkowego czynnika wzro-
stu (EGFR)". Bialko jest waznym mitoge-
nem dla komoérek nablonkowych szyjki
macicy, a jego nadekspresje stwierdzono w
licznych komérkach raka. Do normalnego
funkcjonowania komérek nablonkowych
niezbedne sg retinoidy. Brak ich prowadzi
do neoplazji, ktéra czesto cofa sie po ich
uzupelnieniu. Kwas retinojowy jest zdolny
do zahamowania syntezy EGFR. Retinoidy
dzialaja poprzez specyficzne receptory ja-
drowe, do ktérych naleza réwniez recepto-
ry dla hormonéw steroidowych, witaminy
D3, hormonéw tyreotropowych i gliko-
kortykoidéw. Ich wplyw na aktywno$¢
transkrypcyjna genéw wirusa HPV nie jest
do kornica poznany. Wiadomo natomiast,
ze obnizonemu stezeniu retinoidéw w su-
rowicy towarzyszy zwigkszona zapadal-
no$¢ na zakazenia HPV'™.

Na aktywnos§¢ wirusow HPV wazny
wplyw ma stezenie hormonéw steroido-
wych w surowicy”. Zwigkszona zapadal-
no$¢ obserwuje si¢ w grupie kobiet z za-
burzeniami gospodarki hormonalnej,
podczas cigzy czy stosowania przez diuz-
szy czas antykoncepcji. W rejonie regula-
torowym wirusa HPV 16 wystepuje ele-
ment wiazacy receptory dla glikokortyko-
steroidow (GRE). Glikokortykosteroidy
moduluja aktywnos¢ czynnikéw komor-
kowych zwigkszajacych wytwarzanie bia-
tek E6/E7.

Wazny wplyw na przebieg procesu no-
wotworowego moga miec takze infekcje
wspolistniejace z HPV, np. zakazenie wi-
rusem HSV czy chlamydiami. Infekcjom
tym towarzyszy wydzielanie wolnych rod-
nikéw, ktére dodatkowo dzialaja destabi-
lizujaco na DNA. Obecno$¢ wirusa w ko-
moérce moze takze sprawié, ze jest ona
bardziej wrazliwa na dziatanie karcynoge-
néw. Niewiele jest danych dotyczacych
odpowiedzi immunologicznej u oséb za-
kazonych HPV. Dotychczas prowadzone
badania wykazaly zmniejszenie si¢ liczby
prezentujacych antygen komoérek Langer-
hansa oraz wzmozona ekspresj¢ czaste-
czek MHC Klasy II, ktére zamiast stymu-
lowa¢ odpowiedZ immunologiczng indu-
kuja tolerancj¢ na antygeny HPV™. Odno-
towano takze spadek liczby $rédnablon-
kowych limfocytéw T oraz zmiany w sto-
sunku subpopulacji limfocytéw CD4 do
limfocytéw CD8 z przewaga CD8 w dys-
plazjach i CD4 w rakach.

Na aktywno$¢ onkogenna wirusa HPV
ma réwniez wpltyw struktura jego geno-
mu. Stwierdzono, ze progresja dysplazji
w rakach plaskonablonkowych jest bar-
dziej dynamiczna gdy dochodzi do infek-
¢ji onkogennymi typami HPV dodatkowo
obciazonymi mutacjami w genie E6 i E7".
Podobnie, gdy mutacje dotycza miejsc
wiazacych biatka, ktére sa odpowiedzialne
za represje¢ transkrypcji wirusowych ge-
néw: YY 11 PSM.

Wysoka korelacja pomiedzy zakaze-
niem HPV a zapadalno$cia na raka szyjki
macicy stwarza mozliwo$¢ wykorzystania
zakazenia wirusowego jako swoistego
markera okreslajacego ryzyko rozwoju
procesu nowotworowego. W celu wykry-
cia infekgji stosuje sie metody identyfika-

¢ji sekwencji wirusowego DNA przy po-
mocy metody reakcji tanicuchowej poli-
meryzacji (PCR). Prowadzone sa takze
badania serologiczne, w ktérych role mar-
kera pelnia przeciwciala anty-HPV cha-
rakterystyczne dla poszczegdlnych typow
wirusa HPV. Dotychczasowe wyniki
wskazuja, ze miano przeciwcial anty E6
i E7 HPV16 jest znacznie wyzsze u kobiet
z dysplazja komorek szyjki macicy. Ryzy-
ko rozwoju raka szyjki macicy przy obec-
no$ci w surowicy przeciwcial anty E6/E7
HPV16 wzrasta 15,4 krotnie. Wykorzystu-
jac do badan test ELISA wykazano zalez-
no$¢ miedzy mianem oznaczonych prze-
ciwcial a rozmiarem guza pierwotnego
i zajeciem weztéw chlonnych'. Opracowa-
no réwniez system interpretacji wynikow
serologicznych ulatwiajacy okreslenie ro-
kowania co do dalszego przebiegu choro-
by i skutecznosci jej leczenia.

Infekcje HPV wystepuja stosunkowo
czesto u oséb bez objawéw klinicznych
(ok. 40%). Gléwna droga ich przenosze-
nia sa kontakty plciowe. Od dawna pro-
wadzone sa badania nad przygotowaniem
odpowiednich szczepionek profilaktycz-
nych, jak réwniez terapeuptycznych. Za-
danie to nie jest latwe, poniewaz brak jest
odpowiedniej linii komoérkowej do po-
wielania wiruséw HPV. Jako czynniki sty-
mulujace odpowiedZ immunologiczna
prébuje si¢ wykorzysta¢ biatka wirusa L1
i L2, ktére potrafia wlaczy¢ sie do pustych
kapsydow i tworzy¢ czastki wirusopodob-
ne (VLP, ang. virus like particles), oraz
biatka E6 i E7 otrzymane w procesach
biotechnologicznych. Podejmowane sa
réwniez proby przygotowania szczepio-
nek terapeutycznych. W tym przypadku
wykorzystuje si¢ epitopy peptydéw wiru-
sowych E6 i E7 otrzymane w warunkach
in vitro. Epitopy te rozpoznawane sg przez
cytotoksyczne limfocyty T (CTL) elimi-
nujace komorki zakazone HPV®. Inne do-
$wiadczalne metody terapii wykorzystuja
antysensowne oligonukleotydy blokujace
translacje wirusowych bialek onkogen-
nych. Przydatno$¢ proponowanych spo-
sobéw zapobiegania infekcjom HPV
mozna bedzie jednak oceni¢ dopiero po
przeprowadzeniu dalszych badan.

Pismiennictwo dostgpne w redakcji
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dr Teresa Koblik, Diagnostyka Laboratoryjna, Krakow

W dniach 8-10 czerwca 2005 roku odbylo
sie w Atenach spotkanie biochemikdéw i le-
karzy Europy Srodkowej. Gospodarzem
spotkania pt. ,,Forum Diagnostyki in vitro”
byta firma Roche Diagnostics. Jest to
pierwsza konferencja z cyklu, kolejne pla-
nowane sg w roku nastepnym. Nieprzy-
padkowo zaproszono kraje Europy central-
nej i wschodniej, te, ktore staty si¢ czlonka-
mi lub aktualnie kandyduja do Unii Euro-
pejskiej. Fakt cztonkostwa w Unii ma duze
znaczenie nie tylko dla gospodarki, czy rol-
nictwa poszczeg6lnych krajéw, ale otwiera
nowe mozliwosci i utatwia dostgp do zdo-
byczy na polu diagnostyki laboratoryjne;.
W forum IVD wzielo udzial 120 uczestni-
kéw, z takich krajow jak Niemcy, Afryka
Poludniowa, Turcja, Czechy, Wegry, Chor-
wagja, Grecja, Bulgaria, Rumunia, Stowa-
¢ja, Stowenia i Chorwagcja.

Celem spotkania byla wymiana do-
$wiadczen ekspertéw i uczestnikéw spo-
tkania, a takze zapoznanie si¢ z innowacyj-
nymi rozwigzaniami w zakresie diagnosty-
ki, w tym prezentacja najnowszych osig-
gnie¢ na polu diagnostyki in vitro. Lepsze
zrozumienie udziatu tej dziedziny w opty-
malizacji proceséw diagnozy i leczenia
czyni to leczenie skuteczniejszym, a stoso-
wanie lekéw w terapii celowanej, zmniej-
sza ich dzialania uboczne i pozwala ogra-
niczy¢ koszty personalne i spoleczne.

Imponujaco wypadla prezentacja firmy
Roche, jej kluczowych produktéw, wyni-
kéw finansowych i roli, jaka odgrywa na
rynku oraz przedstawienie planéw siegaja-
cych roku 2040. Dzialalno$¢ Roche obej-
muje wykrywanie, profilaktyke, diagnosty-
ke ileczenie. Firma jest $wiatowym liderem
w zakresie lekéw onkologicznych, lekow
uzywanych w transplantologii oraz w wi-
rusologii. Na §wiecie wydatki na ochrong
zdrowia wynosza 2 500 mld dolaréw, z cze-
g0 4% stanowia wydatki na diagnostyke,
w tym 1% na diagnostyke laboratoryjna.

Firma Roche ma najwigksze udzialy
w $wiatowym rynku, tj. ok. 21%, ze wzro-
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stem rocznej sprzedazy produktéw o 8%.
Dziala w 5 regionach na $wiecie z czego
w czterech jest liderem. Zakres dziatania to
badania naukowe w dziedzinie nowych
technologii, innych produktéw uzywanych
w biotechnologii, diagnostyka molekular-
na wykorzystujaca technologie PCR, ktéra
gléwnie jest wykorzystywana w wirusolo-
gii, badaniach krwi, mikrobiologii, onkolo-
gii. Kolejna dziedzina to diagnostyka scen-
tralizowana dostarczajaca zintegrowane
systemy i nowe technologie celem obnize-
nia kosztéw leczenia, nastgpnie NPT
(z ang. Near Patient Testing) badania nad
systemami i produktami pozwalajacymi na
diagnostyke przy 16zku chorego czy diabe-
tologia z calym systemem Accu Chek za-
pewniajacym chorym i lekarzom skutecz-
niejsze 1 latwiejsze leczenie cukrzycy. Firma
zatrudnia na calym $wiecie 65 tys. pracow-
nikéw, przedstawicielstwa sa obecne w 150
krajach, w tym w dziale diagnostyki za-
trudnionych jest 19 tys. oséb w 40 krajach.

Nie bez powodu cytuje powyzsze dane,
gdyz pozwalaja one wyrobi¢ sobie opini¢
i wyobrazenie o funkcjonowaniu i nakla-
dach finansowo-intelektualno-badaw-
czych firmy i pozwalajg pracownikowi
diagnostyki laboratoryjnej czy lekarzowi
przy t6zku chorego spojrze¢ na problem
globalnie i z szerszej perspektywy.

Spotkanie otworzyl ambasador Szwaj-
carii w Grecji Pierre Monod witajac
uczestnikow spotkania.

Dr Michael Heuer — dyrektor Roche
Diagnostics dla Europy Centralnej
i Wschodniej przedstawil oblicze, polityke
firmy i zamierzenia omawiajac zaréwno
Roche Pharma jak i Roche Diagnostics.
Wyrazil nadziej¢ na mozliwosci wspotpracy
biznesowej i naukowej stojace przed zapro-
szonymi na spotkanie krajami. Przedstawil
takze nowe produkty jak np. testy stosowa-
ne w koagulologii, onkologii (rak skory),
technologie PCR stosowang w wirusowych
zapaleniach watroby typu B i C czy wpro-
wadzenie AmpliChip CYP 450, co pozwoli

oceni¢ skuteczno$¢ i tolerancje szeregu le-
kow, a wiec celowo$¢ ich stosowania u da-
nego pacjenta. Nowymi produktami bedzie
nowa generacja osobistych pomp insulino-
wych Disetronic czy modularny system Co-
bas Modular Platform do badan chemicz-
nych i immunochemicznych.

Kolejnym wykladowca byl prof. Micha-
el S. Pepper z oddzialu Medycyny Nuklear-
nej Instytutu i Szpitala w Pretorii (Afryka
Poludniowa). Przedstawil on etiologie
schorzeni chor6b jako wynik zaburzen ge-
netycznych i wplywu $rodowiska. Omowit
znaczenie rozpoznawania mutacji i poli-
morfizmu w dzialaniach prewencyjnych
i terapeutycznych. Prof. Pepper zajmuje si¢
problemami przelozenia danych uzyska-
nych w badaniach genetycznych na dia-
gnostyke i terapie. Nastepnie skoncentro-
wal si¢ na roli farmakogenetyki i mozliwo-
$ci skutecznego jej wykorzystania. Zainte-
resowanie tg dziedzing jest wynikiem ob-
serwacji potwierdzajacych duza liczbe
dzialani ubocznych lekéw i ich niska sku-
teczno$¢ u niektdérych pacjentéw. Oba te
zjawiska wynikaja z faktu konwersji meta-
bolicznych. I tak, stabo metabolizowane le-
ki staja si¢ bardziej toksyczne w swoim
dzialaniu, z kolei szybka degradacja lekéw
czyni dzialanie leku malo skutecznym.
Kluczem do rozwigzania tego problemu
jest rodzina enzyméw Cytochrom P450.
Dwa z nich CYP2D6, CYP2C19 s3 zaanga-
zowane w metabolizm ok. 30% wszytkich
istniejacych lekéw. Kluczem do indywidu-
alizacji leczenia jest propozycja firmy Ro-
che w postaci testu AmpliChip CYP450.
Ocena polimorfizmu za pomoca tego testu
pozwoli uczyni¢ terapie bardziej efektyw-
ng. Wykonanie badania dostarcza informa-
cji do zastosowania leku badZ wykluczenia
go z terapii, np. statyny czy blokera enzy-
mu konwertujacego. Swiatowa populacja
ludzi, ktérych organizm nie wytwarza en-
zymu CYP2DO06 liczy 30 mln, nie powinni
oni otrzymywaé lekéw metabolizowanych
przez cytochrom. I tak np. pochodne sulfo-
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nylomocznika sa metablizowane przez
CYPC9, a tiazolidinediony przez CYPCS,
stad w pewnej grupie pacjentéw przy mu-
tacji tego genu leki pozostaja nieskuteczne,
a wobec braku tej wiedzy czgsto stosowane,
powodujac dzialania uboczne i generujac
koszty. Oznaczenie mutacji pozwala na
przewidywanie dzialania leku lub braku te-
go dzialania a takze na ocen¢ toksycznosci
w przypadku natogu palenia, np. u palaczy
zachodzi konieczno$é¢ zwiekszenia dawki
leku, by osiagnaé wlasciwy poziom tera-
peutyczny. Okoto 10-30% o0séb stabiej od-
powiada na dzialanie inhibitoréw enzymu
konwertujacego, 10-60% na statyny, 15-35%
na beta blokery. W obecnosci mutacji de-
hydrogenazy G-6-P (tj. brak hydrolizy sco-
liny) moze wystapi¢ ryzyko hemolizy przy
stosowaniu okolo 200 lekéw. Obecnosé
polimorfizmu acetylotransferazy powodu-
je wzmozona toksycznos¢ lekdw na watro-
be i uklad neurologiczny. Tak wiec, wzmo-
zony metabolizm lekéw w wyniku mutacji
powoduje niemozno$¢ osiagniecia pozio-
mu terapeutycznego, a staby metabolizm
toksycznos¢ dzialania lekow.

Dr Marco Treskes jest lekarzem pracu-
jacym w jednym ze szpitali w Amsterda-
mie. Jednostka ta liczy 530 16zek, wykonu-
je si¢ tu 21 mln analiz rocznie, zatrudnia
145 lekarzy i 95 rezydentéw. Przedstawil
system POCT (ang. Point of Care Testing)
czyli system badan przy 16zku chorego
w lub poza szpitalem, np. w gabinecie le-
karskim. Omowil korzysci tego systemu
poszerzajacego wachlarz ustug laboratoryj-
nych, jego roli i miejsca w systemie diagno-
styki scentralizowanej. Zaprezentowat za-
kres badan, jaki powinien by¢ wykonywa-
ny, a takze procedury zapewnienia prawi-
dlowej kontroli badan i ich wysokiej jako-
$ci. Przedstawil swoje dobre do§wiadczenia
nabyte w czasie 3-letniego istnienia tego
systemu z zastrzezeniem, ze musi istnie¢
nad nim nadzér i pelna odpowiedzialno$¢
ponoszona przez laboratorium centralne.

Prof. Tomas Zima z Instytutu Chemii
Klinicznej 1 Wydzialu Lekarskiego Uniwer-
sytetu Karola w Pradze zajal si¢ aktami
prawnymi i wymogami na polu kontroli ba-
dan i ich jakosci. Badania in vitro stanowia
gléwna czeé¢ badan diagnostyki laboratoryj-
nej. Zgodnie z wymogami unifikacji systemu
diagnostyki istnieje koniecznoé¢ podniesie-

nia poziomu profesjonalizmu, zwlaszcza po-
przez monitorowanie jakosci i certyfikacje.
Laboratoria powinny posiada¢ akredy-
tacje. Zalozenia planu EC4, czyli Europej-
skiego Komitetu Chemii Klinicznej, Fo-
rum Europejskich Towarzystw Chemii
Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej
(FESCC) oraz Europejskiego Stowarzysze-
nia Producentéw Diagnostyki (EDMA)
koncentrowaé sie beda nad ustaleniem
i uyjednoliceniem standardéw, akredytacji
i rekomendagji dla diagnostyki in vitro.
Prof. Magdalena Letowska, kierownik Za-
ktadu Transfuzjologii i Organizacji Shuzby
Zdrowia IHT przedstawila stan badan doty-
czacych krwi przeznaczonej do transfuzji
w Polsce. W tym zakresie stosowany jest sys-
tem CobasAmpli Screen i inne testy oparte
o metode¢ PCR. W grupie 3,9 mIn dawcow
u 55 os6b wykryto objawy hepatitis C, z 310
tys. probek krwi w 5 przypadkach potwier-
dzono hepatits B. Nie stwierdzono obecnosci
wirusa HIV. Od 2005 roku w Polsce wprowa-
dzono badania krwi przeznaczonej do trans-
fuzji w kierunku hepatitis Bi C oraz HIV.
Prof. Andrea Rita Horvath, cztonek Ko-
mitetu Medycyny Opartej na Faktach (ang.
Evidence Based Medicine EBM) Miedzyna-
rodowej Federacji Chemii Klinicznej i La-
boratoryjnej (IFCC), Dyrektor Zakladu
Chemii Klinicznej Uniwersytetu w Szege-
dzie na Wegrzech przedstawila uzasadnie-
nienie dla ustalania faktéw medycznych

Uczestnicy Forum IVD zwiedzajg Akropol

i laboratoryjnych na podstawie randomi-
zowanych, wieloosrodkowych badan. Pod-
kreglita, iz na polu chemii klinicznej ich
ilos¢ jest znikoma. Ponadto heterogennosé
badanych populacji czy odmienne plany
przeprowadzenia badan utrudniaja prze-
prowadzenie poréwnan. Planowane dzia-
lania migedzynarodowej organizacji IFCC
zmierzaja do rozwiazania tego problemu.
Dr George Kurz przedstawil zamierze-
nia diagnostyczne firmy Roche, w tym ba-
dania prozapalnych cytokin i wielu mar-
keréw diagnostycznych, m.in. dysfunkcji
migénia sercowego, nowotworowych phu-
ca, sutka, jelita grubego, choroby Alzhe-
imera, neurologicznych oraz reumatolo-
gicznych. Zaprezentowal takze nowy pro-
dukt, jakim jest system cobas, platforma
diagnostyczna, ktérej wydajno$¢ jest stale
podnoszona. Dla przyktadu system cobas c
701, zbudowany na bazie 3 moduléw bio-
chemicznych i 2 immunochemicznych
wykonuje do 2000 oznaczenl na godzing.
Niezwykle ciekawy program naukowy,
przedstawienie mozliwosci i planéw firmy
Roche w dziedzinie diagnostyki laborato-
ryjnej zmuszato uczestnikéw spotkania
do refleksji nad obecnym stanem diagno-
styki laboratoryjnej. Naczelnym przesta-
niem calego Forum bylo dazenie do tego
by diagnostyka, czy leczenie byto perfek-
cyjne, by pacjent odnosit korzys¢, a pra-
cownicy diagnostyki i lekarze satysfakcje.
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Roche OMNI C =cobas b 121

Rok 2005 jest w Roche Diagnostics Polska
rokiem marki cobas. JesteSmy bowiem
$wiadkami przelomowej decyzji firmy
o wdrazaniu strategii marki globalnej
obejmujacej wszystkie produkty Roche
Diagnostics.

Marka cobas jest parasolem obejmuja-
cym calg oferte diagnostyki in vitro Roche
Diagnostics, czyli produkty z dziedziny
chemii Kklinicznej, immunochemii, para-
metréw krytycznych oraz diagnostyki mo-
lekularnej. Obejmuje produkty nowo-
wprowadzane oraz wybrane produkty
z obecnych juz na rynku. Marka cobas jest
markg analizatoréw, odczynnikéw, progra-
moéw wspomagajacych prace laboratorium
dostarczanych przez Roche Diagnostics.

Na lamach LabForum przekazujemy in-
formacje o kolejnych krokach we wdrazaniu
strategii marki cobas. Informowali$my juz
o wprowadzeniu odczynnikéw Elecsys
w nowej szacie graficznej cobas e design oraz
o przygotowaniach do wprowadzenia no-
wych kaset odczynnikéw biochemicznych.

Nastepnym krokiem jest objecie mar-
ka cobas naszej oferty z zakresu diagno-
styki parametréw krytycznych. Pierwsza
zmiana dotyczy analizatora Roche OMNI C.
Poczawszy od numery seryjnego 5001 anali-
zatory OMNI C beda nosily nazwe cobas b
121. Nazwa marki jest jednoczes$nie nazwa
aparatu; litera b wskazuje na analizator
z dziedziny parametréw krytycznych pra-
cujacy na stole (ang. benchtop POC); cyfry
oznaczaja kolejno: 1 — modul, 2 — réwno-
wage kwasowo-zasadowy z elektrolitami,
1 — generacje.

Pierwsze analizatory cobas b 121 poja-
wia si¢ w laboratoriach w grudniu 2005
roku. Aparaty OMNI C zainstalowane do
tego czasu nie zmienig swojej nazwy. Nie
zmieni si¢ oprogramowanie analizatora,
nie bedzie konieczna wizyta inzyniera ser-
wisu. Jednocze$nie na opakowaniach od-

czynnikéw 1 innych materialéw niezbed-
nych do pracy analizatora cobas b 121/
OMNI C pojawi si¢ logo cobas, ktéremu
nadal bedzie towarzyszy¢ nazwa OMNI C.
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