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Miodos¢! Sztuka! Nauka!

Szanowni Paristwo,

Firma Roche ma dluga tradycje we wspieraniu r6znego rodzaju przedsiewzig¢ kultu-
ralnych. ,,Roche Continents” jest wynikiem wspoélpracy naszej firmy z Festiwalem Sal-
zburskim, podczas ktérego Roche sponsoruje seri¢ koncertéw kompozytoréw muzyki
wspolczesne;.

Program ,Roche Continents” opracowano dla 100 studentéw i mlodych doktoran-
téw w wieku od 20 do 29 lat, pochodzacych z uczelni europejskich.

Uczestniczac w tym przedsiewzieciu mlodzi ludzie maja okazje do wymiany pogla-
dow, zdobycia nowej wiedzy i zwiedzenia Salzburga. W tym roku ,,Roche Continents”
odbyl sie na poczatku sierpnia. Wigcej na ten temat mozna przeczytaé w internecie na
stronie http://www.roche-continents.net. Zachecam wszystkich mlodych diagnostéw
do wzigcia udzialu w tym projekcie w przysztym roku.

Wychodzac naprzeciw zapotrzebowaniu naszych klientéw przygotowalismy plyte
CD z kartami charakterystyk substancji niebezpiecznych. Planujemy zalacza¢ aktualiza-
¢je w miar¢ pojawiania sie istotnych zmian przepiséw prawnych w tym zakresie. Chcial-
bym takze poinformowa¢, ze karty sa rowniez dostgpne na naszej stronie internetowej
www.rochediagnostics.pl

W biezacym numerze polecam lekturze artykul pogladowy prof. Wiestawa Piechoty
o nowoczesnej diagnostyce reumatoidalnego zapalenia stawéw, a takze nastepny
w tegorocznym cyklu artykul o dimerach-D oraz tlumaczenie oryginalnego tekstu
o metodach diagnozowania z wykorzystaniem pomiaréw cytotoksycznosci komorek.

Zycze milej lektury,

Andrzej Banaszkiewicz
wraz z zespolem RDP

Nasz adres:

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.o0.
ul. Wybrzeze Gdynskie 6B

01-531 Warszawa

tel. 0-22/481 54 55, 56
faks 0-22/481 55 91
obstuga klienta: tel. 0-22/481 54 00-05
faks 0-22/481 55 96
e-mail: polska.diagnostics@roche.com
dia.callcenter@roche.com
internet: www.rochediagnostics.pl

serwis:

tel. 0-22/481 55 55, 56
faks 0-22/481 55 99
tel. 0-22/481 54 54

centrala:

call center:
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Karty Charakterystyki Produktéw RDP

Informacje ogdlne
Dolaczona plyta CD zawiera karty cha-
rakterystyki produktéw Roche Diagno-
stics w formacie PDF, w jezyku polskim.
W niniejszej aplikagji istnieje mozli-
wos¢ wyszukania numeru i opisu produk-
tu, obejrzenia jednej lub wiecej kart cha-
rakterystyki produktu oraz wydrukowania
ich lub skopiowania do innego folderu.

Rozpoczecie pracy z programem
Aplikacja automatycznie rozpoczyna pra-
ce po wprowadzeniu plyty CD do czytni-
ka DVD-ROM. Jesli nie dojdzie do auto-
matycznego rozpoczecia pracy, program
mozna uruchomié¢ poprzez dwukrotne
kliknigcie pliku ,,SDS.exe” w wyszukiwar-
ce plikow. Instalacja aplikacji nie jest wy-
magana. Po jej uruchomieniu otworzy si¢
okno aplikacji, jak na ilustracji.

Zmiana jezyka aplikacji na angielski,
jest mozliwa poprzez wybranie jezyka
z pozycji menu ,,Jezyk”

Okno aplikacji dzieli si¢ na na 4 pola:
e pole Roche Diagnostics (Affiliate).

o pole Kryteria wyszukiwania (Search Criteria)
stuzace do wybierania kryteriéw wyszukiwa-
nia i jego przeprowadzenia.

pole Okno wynikéw (Serach Results) kar-
ty charakterystyki produktu, gdzie wy-
$wietlone sa wyniki wyszukiwania. Aby
zobaczy¢ lub zapisa¢ w pamigci kompute-
ra wigcej niz jedna karte charakterystyki
produktu, nalezy nacisnaé klawisz CTRL
i nie zwalniajac go jednoczesnie klika¢
myszka na wybrane pozycje.

pole Detail View (szczegoly), gdzie wy-
$wietlona zostanie informacja dotyczaca
biezacych wynikéw wyszukiwania. Linia
Material Description (opis produktu)
jest dtuzsza od pola Okno wynikéw (Se-
arch Result). Ponadto wy$wietlone zo-
stang linie dodatkowe, takie jak File Na-
me (nazwa pliku), Date of Generation
(data sporzadzenia) i Version (wersja).

Kryteria wyszukiwania (Search Criteria):
Mozliwe jest wyszukiwanie za pomoca funk-
¢ji Numer katalogowy (Material Number)
lub funkcji Nazwa Produktu (Material De-
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scription). Kazde z tych pdl zawiera podliste
zawarto$ci pol, w ktérych wpisy wypelniaja
si¢ automatycznie. Liste¢ mozna pokaza¢ lub
ukry¢ naciskajac klawisz F4 lub za pomoca
kombinagji klawiszy Alt + {. Na pasku na-
rzedziowym Jezyk (Language) mozna wy-
braé wersje jezykowa aplikacji. Jesli uzytkow-
nik potrzebuje karty charakterystyki pro-
duktu w kilku jezykach, mozna skorzysta¢
z aplikagji internetowej znajdujacej si¢ pod
adresem http://www.roche.de/datenblaet-
ter/index.htm?sid=d05d5ff7c6ce959a1033
ad1723341c98&nohead=true&allow_sel=
true&country=PL&lang=PL lub zglosi¢ taka
potrzebe do administratora aplikacji.

W nastepnych edycjach mozliwe be-
dzie obejrzenie zmian w poréwnaniu do
ostatniej wersji programu; w tym celu na-
lezy aktywowa¢ pole odznaczenia [J ,no-
wy’, ,nowy MV” i/lub ,zmieniony”.

e nowy (new) wyswietla wszystkie nowo
dodane produkty.

e nowy MV (new Main Version) wysSwie-
tla tylko te produkty, dla ktérych doko-
nano istotnych modyfikacji karty cha-
rakterystyki produktu, przez co zmody-
fikowana zostala wersja gléwna.

o zmieniony (changed) wyswietla wszyst-
kie produkty, dla ktérych karty charak-
terystyki produktu zostaly zmienione.

Okno wynikéw (Search Result):
Mozliwa jest zmiana szerokosci kolum-
ny wynikéw wyszukiwania poprzez od-
znaczenie kursorem linii dzielacej ko-
lumny (szary pasek w gléwce tabeli)
1 przeciagniecie jej az do uzyskania po-
zadanego rozmiaru, caly czas trzymajac
jednocze$nie naci$niety lewy przycisk
myszy.

Szukaj (Search)

Uwaga: Aby wybra¢ wiecej niz jeden
zestaw danych (jedna linia w oknie wyni-
kéw), nalezy przytrzymaé naci$niety kla-
wisz CLTR, jednoczes$nie klikajac na od-
powiednie wyniki wyszukiwania.
Funkcje:

Wybér pomiedzy podanymi ponizej
funkcjami mozliwy jest za pomoca przyci-
skow lub trybu paska menu:

Wyszukiwanie za pomoca wprowadzonych kryteriow

Nowe wyszukiwanie Odswiezanie kryteriéw wyszukiwania za pomoca wartosci domyslnych.

(reset search)

Podglad pliku KCH
(view SDS file)

Wartoscia domyslng dla jezyka jest jezyk aplikacji.

Gdy juz wybrano produkty za pomocg kryteriéw wyszukiwania,
karty charakterystyk dla tych produktéw przedstawione zostana

w formacie pliku Acrobat Reader (pdf).

Zapisz plik KCH
(export SDS file)

Gdy juz wybrano produkty za pomoca kryteriéw wyszukiwania,
karty charakterystyki dla tych produktéw zostang skopiowane.

Najpierw otworzy si¢ okno dialogowe z poleceniem wyboru $ciezki,
pod ktoéra uzytkownik zapisze plik. Karty charakterystyki produktu sa
przechowywane pod nastgpujacymi nazwami plikow:

numer katalogowy-+kod panstwa+.,,pdf”.

? (Pomoc)

Wyswietla dokumentacje uzytkownika dla danej aplikacji.

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych zawartosci plyty CD lub za-
gadnien technicznych prosimy o kontakt z administratorem aplikacji, p. Kinga Kowal-
ska, nr tel.: +48 22 481 54 22, faks: +48 22 481 55 99, adres e-mail: diagnostics.pol-

ska@roche.com

/

Elecsys anti-CCP )

Automatyczne oznaczanie przeciwcial skiero-
wanych przeciwko cytrulinowanym peptydom

material: surowica lub osocze krwi
czas oznaczania: 18 min.

Czuloé¢ kliniczna testu: 67,7%
Swoistoé¢ kliniczna testu: 97,0%

Aplikacje do oznaczania na analizatorach:
Elecsys 2010, Modular PE, Modular E170,
cobas® 6000, cobas e601, cobas e411
Odczynnik + kalibrator:

Elecsys anti-CCP, Nr kat.: 05031656190

(100 oznaczen)

Material kontrolny:

PreciControl anti-CCP, Nr kat.: 05031664190
(2x2,0 ml)

o7 Test juz dostepny w sprzedazy !!! )




wrzesienr 2008

LabForum

Znaczenie przeciwciat przeciw cyklicznemu
cytrulinowanemu peptydowi (anty-CCP)
w diagnostyce, rokowaniu i leczeniu

reumatoidalnego zapalenia stawow

Wiestaw Piechota, Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej Wojskowego Instytutu Medycznego

w Warszawie

Wstep

Wystepowanie przeciwcial skierowanych
przeciw wlasnym antygenom jest bardzo
czestym zjawiskiem w ukladowych cho-
robach tkanki lacznej. Do takich choréb
nalezy reumatoidalne zapalenie stawéw
(RZS), ktore jest przewlekla zapalna cho-
roba ukladowa z gtéwnym objawem —
zapaleniem stawoéw obwodowych. Nie-
wiele jednak autoprzeciwcial wykazuje
przydatno$¢ w diagnozowaniu i okresla-
niu rokowania w RZS. W kryteriach roz-
poznania tej choroby (American College
of Rheumatology 1987, tabela 1.)" wyste-
puje tylko jedno autoprzeciwcialo —
czynnik reumatoidalny — skierowane
przeciw fragmentowi Fc immunoglobu-
liny G. Czynnik reumatoidalny (RF —
Rheumatoid Factor), jest immunoglobu-
ling w klasie M (RF-IgM). Jego miano
wykazuje takze pewna korelacje z cigzko-
$cia objawoéw stawowych i pozastawo-
wych. Czynnik reumatoidalny nie jest
jednak catkiem swoisty dla RZS i moze
wystgpowaé u pacjentéw z innymi cho-
robami (w tym stawdw), a nawet u zdro-
wych ludzi, szczegélnie w podeszlym
wieku®. Dlatego tez poszukiwano innych
autoprzeciwcial, ktére odznaczalyby si¢
wigksza swoistoscia i wyzsza czulo$cia
diagnostycznag w odniesieniu do RZS.
Posréd nich najbardziej obiecujace wyni-
ki uzyskano dla przeciwcial przeciw cy-
klicznemu cytrulinowanemu peptydowi
(anty-CCP). W obecnym artykule zawar-
to najistotniejsze informacje o tych prze-
ciwcialach i ich znaczeniu dla diagnozy
RZS (w tym réznicowej) jego leczenia
i rokowania.

Przeciwciala przeciw cyklicznemu
cytrulinowanemu peptydowi (anty-CCP)
Przeciwciala przeciw cyklicznemu cytruli-
nowanemu peptydowi (anty-CCP) rozpo-
znajq antygeny, w ktérych reszty argininy
ulegly, potranslacyjnie, przemianie do cy-
truliny. Reakcja taka, zwana cytrulinowa-
niem, zachodzi pod wplywem deziminazy
peptydylo-argininowej (PAD) w obecno-
$ci jonéw wapnia (ryc. 1.). Bialko cytruli-
nowane rézni si¢ od swych wyjsciowych
wlhasciwoséci mobilnoscia elektroforetycz-
na (zmiana tadunku), budowa przestrzen-
na i immunogenno$cia.” Nie jest rozpo-
znawane przez uklad odpornoséciowy jako
wlasne i wytwarzane sa przeciwko niemu
przeciwciala.

Rycina 1. Cytrulinowanie biatek
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Anty-CCP nie sa zatem skierowane
przeciwko okreslonemu biatku czy pepty-
dowi, reaguja natomiast z nimi pod wa-
runkiem posiadania cytrulinowanego epi-

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne reumatoidalnego zapalenia stawéw

Kryterium Okreslenie

1. Poranna sztywnos¢é

Poranna sztywnos$¢ w stawach i wokét stawéw trwajaca

co najmniej 1 godzine zanim nastapi maksymalna poprawa

2. Zapalenie trzech
lub wigcej stawow

Zapalenie co najmniej trzech stawéw z jednocze$nie
wystepujacym w nich obrzekiem lub wysigkiem

(nie tylko przerostem kostnym) stwierdzonym przez lekarza

3. Zapalenie stawéw reki

Zapalenie co najmniej jednego stawu

(nadgarstkowego, stawow §rodreczowo-paliczkowych
lub miedzypaliczkowych blizszych)

4. Symetryczne
zapalenie stawow

5. Guzki reumatoidalne

Wystgpowanie zmian zapalnych jednoczasowo
w tych samych stawach po obu stronach ciala

Podskdrne guzki, ponad wyniosto$ciami kostnymi, po stronie

wyprostnej w okolicach stawéw stwierdzone przez lekarza

6. Obecnos¢ czynnika
reumatoidalnego
w surowicy krwi

7. Zmiany radiologiczne

Wykazanie nieprawidlowych iloci czynnika reumatoidalnego
w surowicy za pomoca dowolnej metody, ktérej wyniki sa
pozytywne dla < 5% zdrowych ludzi

Obecnos¢ nadzerek i osteoporozy okolostawowej zajetych stawéw

w przednio-tylnym radiogramie reki lub nadgarstka.
Obecnos¢ tylko osteoporozy nie jest spelnieniem kryterium.
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topu. Cytrulinowanie obejmuje zatem
rozmaite biatka. Do dobrze poznanych an-
tygendw zawierajacych takie epitopy nale-
za m.in. filagryna (naskérek), keratyna
($luzdéwka zoladka), tichohialina (§luzow-
ka jamy ustnej) i in. Przeciwciala przeciw
epitopom na tych biatkach, mimo wyso-
kiej swoistoéci dla RZS mialy bardzo niska
czulo§¢ diagnostyczna (okolo 30%) i dla-
tego nie znalazly szerszego zastosowania.

Fizjologiczna rola cytrulinowania nie
jest jasna. Nasilenie tej reakcji zwigzane
jest z zapaleniem, apoptoza, urazami
i starzeniem si¢. Deziminaza peptydylo-
-argininowa (izoenzym PAD IV) wyste-
puje w neutrofilach i makrofagach, a jej
aktywno$¢ rosnie przy zwigkszeniu ste-
zenia jonéw wapniowych w $rodowisku,
co ma miejsce w efekcie dezintegracji
blon komoérkowych. Procesy takie, po-
przedzone zwigkszona rekrutacja granu-
locytéw i makrofagéw, moga zachodzié
w zmienionej zapalnie blonie maziowej
stawow.

Do wykrywania i oznaczania przeciw-
ciat anty-CCP wykorzystuje si¢ najczesciej
syntetyczne oligopeptydy wzorowane na
immunoreaktywnych sekwencjach fila-
gryny (z wysoka zawarto$cia cytruliny).
W tych sztucznie wytworzonych czastecz-
kach dwie reszty seryny, gtéwnego pepty-
dowego epitopu filagryny, przeksztatcone
zostaly do cysteiny i powstata cykliczna
postaé (poprzez wigzanie dwusiarczko-
we). Doskonalenie peptydéw zawieraja-
cych cytrulinowane reszty argininy odby-
walo si¢ poprzez testowanie ich reakcji
z przeciwcialami pochodzacymi od cho-
rych na RZS, w ktérym wykazano, ze
zdolnoé¢ rozpoznawania byla tym wiek-
sza im bardziej eksponowane byly cytruli-
nowane reszty argininy. Najwicksza eks-
pozycje zapewnialy cykliczne postaci pep-
tydéw. Ulepszanie cytrulinowanych pep-
tydéw spowodowalo poprawe czulosci te-
stow anty-CCP, co znajduje odzwiercie-
dlenie w ich oznakowaniu jako testy
pierwszej, drugiej (anty-CCP2) a ostatnio
trzeciej generacji (anty-CCP3).

Diagnostyczne i predykcyjne znaczenie
przeciwciatl anty-CCP

Diagnostyka reumatoidalnego zapalenia
stawow opiera si¢ na 7 kryteriach, z kt6-

rych pierwsze 4 winny utrzymywaé si¢
przez co najmniej 6 tygodni.

Dla rozpoznania choroby konieczne
jest spetnienie co najmniej czterech z po-
wyzszych kryteriéw. Wynika z tego,
W uproszczeniu, iz waga (udzial w rozpo-
znaniu) kryterium serologicznego (do-
datni RF) moze siggaé nawet 25%.

Wazno$¢ tego kryterium ogranicza
niezbyt wysoka czuto§¢ diagnostyczna,
szczegblnie we wczesnym okresie RZS,
kiedy moze nie przekracza¢ 30%, a na po-
czatku choroby moze wynosi¢ tylko
15-20%. Biorac pod uwagg cale spektrum
wiekowe pacjentéw z RZS (i rézny czas je-
go trwania) czulo$¢ czynnika reumato-
idalnego (RF-IgM) jest poréwnywalna
z czuloscia diagnostyczng przeciwcial an-
ty-CCP. Wskazuje na to obszerna meta-
-analiza Nishimury i wsp.*, ktéra wykaza-
ta podobng czutos¢ diagnostyczna prze-
ciwcial anty-CCP i czynnika reumatoidal-
nego — odpowiednio 67% i 69%. Nato-
miast oszacowana zbiorczo swoisto§é
przeciwcial anty-CCP (95%, przedzial uf-
no$ci (PU) 94%-97%) byla wyraZnie
wyzsza niz czynnika reumatoidalnego
(85%, PU: 82%-88%). Dokladno$¢ dia-
gnostyczna przeciwcial anty-CCP byla
wyraznie wyzsza niz RF gléwnie dzigki
wyzszej swoisto$ci anty-CCP. Powyzsza
meta-analiza obejmowala testy pierwszej
i drugiej generacji. Czuto$¢ niekt6rych te-
stow drugiej i trzeciej generacji sigga
74-75%>° przy bardzo dobrej (praktycz-
nie absolutnej) swoisto$ci wynoszacej
97-98,8%. Testy drugiej generacji, domi-
nujace na rynku i posiadajace aplikacje na
analizatory automatyczne, nie réznia si¢
istotnie od testow trzeciej generacji.

Przeciwciala anty-CCP mogg by¢ uzy-
teczne w diagnostyce réznicowej wczesne-
go zapalenia stawdw, na og6t niezréznico-
wanego, o réznym poczatku (dotyczacego
jednego, dwoch lub wielu stawéw) trwaja-
cego nie dluzej niz 3 miesigce oraz wcze-
snego RZS (o takim samym czasie trwa-
nia). Pojecie wczesnego RZS wprowadzo-
no w ostatnich latach, kiedy okazato sie,
ze wczesne wdrozenie leczenia gwarantuje
dobre wyniki, gléwnie w postaci remisji.
Ustalenie rozpoznania w tym okresie mo-
ze by¢ jednak bardzo trudne, gdyz czeéé
chorych spelnia kryteria ACR (symetrycz-

no$¢ zmian, nadzerki w stawach, guzki
reumatoidalne) dopiero po 2-3 latach od
wystapienia pierwszych objawéw.” Ocze-
kiwania co do przydatnosci przeciwcial
anty-CCP do wspomagania diagnostyki
RZS w najwcze$niejszym okresie wynikaja
poérednio m.in. z badania Nielena i wsp.’
Przeanalizowali oni archiwalne prébki kr-
wi chorych na RZS, ktérzy w przesztosci,
jako zdrowi ludzie, byli krwiodawcami.
Okazalo sig, ze obecno$¢ przeciwcial anty-
-CCP (anty-CCP2) przewidywata z 29%
czulodcia 1 99,5% swoistoscia wystapienie
objawéw reumatoidalnego zapalenia sta-
woéw 5 lat pozniej. W podobnym badaniu
na krwiodawcach Rantapaa-Dahlqvista
i wsp.” wykazali, Ze obecno$¢ anty-CCP
przewidywala rozwdj RZS 1,5 roku przed
wystapieniem objawéw z czuloscia 52%
i swoistoscia 98% podczas gdy czutosé
RF-IgM wynosita 30%. Powyzsze badania
wskazuja na to, iz obecno$¢ przeciwcial
anty-CCP u ponad polowy os6b poprze-
dza RZS lub moze towarzyszy¢ wczesnej,
przedobjawowej fazie rozwoju reumato-
idalnego zapalenia staw6w 1 jest czynni-
kiem predykcyjnym rozwoju tej choroby.

Jeszcze wigksza moc predykcyjna
obecnosci przeciwcial anty-CCP zaob-
serwowano wsréd chorych z wczesnym,
niezréznicowanym zapaleniem stawéw.
Van Gallen badajac takich chorych wyka-
zal, ze az u 93% z dodatnimi przeciwcia-
tami anty-CCP rozwina si¢ objawy RZS
w ciagu 3 lat."” Ustalenia te zostaly nie-
dawno potwierdzone przez Vittecoq
i wsp." badaniem 314 pacjentéw z wcze-
snym zapaleniem stawdw: w ciagu rocz-
nej obserwacji 90% pacjentéw z wyjscio-
wo dodatnimi przeciwcialami anty-
-CCP2 (tj. drugiej generacji) zostalo
sklasyfikowanych jako chorzy z potwier-
dzonym RZS. Oznacza to, ze chorzy
z niezréznicowanym zapaleniem stawéw
i dodatnim wynikiem przeciwcial anty-
-CCP s3 wysoce zagrozeni rozwojem RZS
w ciagu 1,5-3 lat.

W $wietle powyzszych danych uzasad-
nione wydaje si¢ stwierdzenie, Ze natural-
nymi kandydatami do oznaczania prze-
ciwcial anty-CCP sa wlasnie pacjenci
z wczesnymi postaciami niezréznicowa-
nego zapalenia stawdw oraz chorzy z po-
dejrzeniem wczesnego RZS, dla ktérych
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nie jest spelniona wystarczajaca liczba
kryteriow ACR (szczegélnie RF-ujem-
nych). Pojawia si¢ tendencja do uznawa-
nia zapalenia wielostawowego trwajacego
dluzej niz 3 miesiagce za RZS jesli wykazu-
je si¢ obecnos¢ czynnika reumatoidalnego
lub przeciwciat anty-CCP. Natomiast
w przypadku ujemnych wynikéw ozna-
czania zaréwno RF jak i przeciwciat anty-
-CCP u chorych z zapaleniem wielosta-
wowym trwajacym > 3 miesiecy moze
okaza¢ si¢ konieczne zdefiniowanie go ja-
ko zapalenia niesklasyfikowanego.

Prace dotyczace najwcze$niejszego
okresu definitywnie rozpoznanego RZS
1 czestosci wystegpowania w tym okresie
przeciwcial anty-CCP sa, ze zrozumialych
wzgled6w, nieliczne. Ates i wsp."” wykazal
w nielicznej grupie chorujacych na RZS
nie dluzej niz 4 miesiace czesto$¢ dodat-
nich wynikéw przeciwcial anty-CCP wy-
noszacg 44,4%. Caro-Oleas i wsp."” objeli
badaniami grupe 234 pacjentéw ze §wiezo
rozpoznanym zapaleniem wielostawo-
wym (czas ewolucji zapalenia = 4 tygodni
i < 1 roku, zapalenie obejmujace 2 lub
wiecej stawow, bez leczenia farmakolo-
gicznego). Po roku u 124 pacjentéw po-
stawiono diagnoz¢ reumatoidalnego za-
palenia stawéw zgodnie z kryteriami
ACR. Przeciwciala anty-CCP oznaczane
testami drugiej i trzeciej generacji obecne
byly u nieco ponad polowy pacjentéw
(czulo$¢ odpowiednio 51,5% i 54,8%,
przy swoistoéci 96,2% i 98,1%). Pancha-
gnula i wsp." oznaczali przeciwciala anty-
-CCP u 143 pacjentéw z wczesnym zapa-
leniem stawéw i ujemnym czynnikiem
reumatoidalnym. Po 3—-6 miesigcach dal-
szej obserwacji u 41 pacjentéow zdiagno-
zowano RZS wedtug kryteriéw ACR. Ana-
liza tej nieduzej grupy pacjentéw wykaza-
ta czulo$¢ diagnostyczna anty-CCP 63,4%
przy swoistosci 96,1%.

Nalezy podkresli¢, ze przeciwciala an-
ty-CCP wystepuja $rednio u 40% chorych
na RZS z ujemnym czynnikiem reumato-
idalnym. Przemawia to za dodatkowa
warto$cia diagnostyczna testu anty-CCP.?
W badaniu przeprowadzonym przez
Quinn i wsp.” obejmujacym grupe 182
pacjentéw ze §rednim trwaniem objawow
RZS 7 miesiecy (odchylenie standardowe
4,9 miesiecy) wykazano czesto§¢ wystepo-

wania przeciwcial anty-CCP 81%, a do-
datni RF tylko u 61% pacjentéw. W pod-
grupie pacjentéw z RZS i ujemnym czyn-
nikiem reumatoidalnym stwierdzono az
60% dodatnich wynikéw przeciwciat an-
ty-CCP.

W obliczu istnienia testu do oznacza-
nia przeciwcial anty-CCP mniej uzasad-
niony wydaje si¢ podzial na serododatnie
i seroujemne RZS w tradycyjnym tego ro-
zumieniu, opartym tylko o RE. Jedli ten
podzial bedzie utrzymywany, woéwczas,
aby byl sensowny, powinien obejmowa¢
takze przeciwciala anty-CCP.

Przeciwciala anty-CCP moga by¢ wy-
korzystywane do wykluczania RZS u cho-
rych z wezesnym (pierwsze objawy w cia-
gu ostatnich 2 lat) niezréznicowanym za-
paleniem stawéw — ich negatywna war-
to$¢ predykcyjna wyniosta 97,2% w bada-
niu Kudo-Tanaka i wsp."

Przeciwciala te pomocne sa w efektyw-
nym réznicowaniu RZS z chorobami
o podobnych objawach. Jedna z takich
choréb jest toczen rumieniowaty uklado-
wy, ktéry jest czasem trudny do réznico-
wania z RZS, szczegblnie w przypadkach
wystepowania zapalenia wielostawowego,
a jeszcze bardziej w przypadkach z erozyj-
na jego postacia. Mediwake i wsp."” wyka-
zali, ze przeciwciata anty-CCP moga by¢
zastosowane jako test pomocniczy do r6z-
nicowania RZS z erozyjna postacig tocz-
nia rumieniowatego ukladowego, ktore-
mu czesto towarzyszy RF a znacznie rza-
dziej anty-CCP. W nieerozyjnej postaci
tocznia tylko 0,5% chorych mialo prze-
ciwciala anty-CCP (test pierwszej genera-
¢ji) w poréwnaniu z 18% z dodatnim wy-
nikiem testu na RE. Na podstawie analizy
réznych badan mozna stwierdzié, ze do-
datnie wyniki przeciwcial anty-CCP (mie-
rzone testami drugiej generacji) wynosza
u chorych na tocznia okoto 9%."

Potrzeba diagnostyki r6znicowej poja-
wia si¢ w przypadku chorych z przewle-
ktym zakazeniem wirusem zapalenia wa-
troby typu C (HCV), ktéremu dos¢ czesto
towarzyszy symetryczne zapalenie wielo-
stawowe, czasem z objawami bardzo po-
dobnymi do wystepujacych w RZS. Na
dodatek zakazeniu temu czgsto towarzy-
szy RF. Wener i wsp.” ustalili w losowo
wybranej grupie pacjentéw z zakazeniem

HCV czgsto$¢ wystepowania dodatnich
wynikow testu na RF wynoszaca az 44%
i ani jednego dodatniego wyniku badania
przeciwcial anty-CCP2. Pomiary anty-
-CCP moga zatem poméc w diagnostyce
RZS (gtéwnie wykluczaniu) u chorych na
przewlekte zapalenie watroby wywotlane
przez HCV. Powyzsze spostrzezenia po-
twierdzil Bombardieri i wsp.”” wykazujac
37% czestos¢ dodatnich wynikéw RF
u chorych bez RZS, ale z zapaleniem wa-
troby wywotanym HCV, z towarzyszacym
zapaleniem stawéw, przy zupelnym braku
przeciwcial anty-CCP w tej grupie. Nato-
miast u chorych na RZS z jednoczesnym
zakazeniem HCV obecno$¢ przeciwcial
anty-CCP wystepowala u 60% chorych.
Mimo, ze badane grupy byly niewielkie
powyzsze ustalenia przemawiajg za znacz-
ng warto$cia anty-CCP w odr6znianiu
pacjentéw z RZS od chorych z zakaze-
niem HCV i towarzyszacym zapaleniem
wielostawowym.
Przeciwciala anty-CCP  wystepuja
u nielicznych pacjentéw (5%) z pierwot-
nym zespolem Sjogrena*, w ktérym do-
datni RF wystepuje u 50-70% chorych.’
W chorobie tej moze wystepowac niewiel-
kiego stopnia symetryczne zapalenie sta-
wow. Réznicowanie z RZS moze zatem
by¢ niekiedy potrzebne. Zesp6t Sjogrena
moze by¢ wtérny, spowodowany inna
chorobg autoimmunologiczng np. tocz-
niem rumieniowatym uktadowym, reu-
matoidalnym zapaleniem stawéw i in.
Chociaz pacjenci z pierwotnym zespolem
Sjogrena anty-CCP pozytywni sa nieliczni
ale zdaja si¢ oni by¢ podatni na rozwdj
RZS i wymagaja bacznej obserwacji kli-
nicznej i okresowych badan radiologicz-
nych.”
Przeciwciala anty-CCP  wystepuja
w niewielkim odsetku (7%) chorych na
tuszczycowe zapalenie stawow.” Wigk-
szo$¢ pacjentéw z luszczycowym zapale-
niem stawéw i dodatnim testem anty-
-CCP spelnita kryteria ACR dla RZS
w ciagu 4 lat dalszej obserwacji. Inna
przewlekla chorobg reumatyczng z zapa-
leniem jednego lub wigcej stawdw jest
mlodzieficze idiopatyczne zapalenie sta-
woéw. Czesto§¢ wystepowania przeciwcial
anty-CCP wéréd tych pacjentéw wynosi
okolo 5-10%.’ Jednakze w podgrupie
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chorych dzieci z zapaleniem wielostawo-
wym i dodatnim RF-IgM czesto$¢ wyste-
powania przeciwcial anty-CCP byla wyso-
ka — wynosita 73-77%. W tej podgrupie
pacjentéw przeciwciala anty-CCP moga
okaza¢ si¢ bardzo przydatnym serologicz-
nym testem predykcyjnym pézZniejszych
stawowych zmian erozyjnych.

Przeciwciata anty-CCP moga by¢ wy-
korzystane w diagnostyce réznicowej po-
limialgii reumatycznej z RZS we wcze-
snej fazie rozwoju u chorych w starszym
wieku. Lopez-Hoyos i wsp. nie stwierdzi-
li obecnosci przeciwciat anty-CCP u zad-
nego z 49 pacjentéw z polimialgia reu-
matyczna, natomiast wykazali ich obec-
noé¢ u 65% chorych (sposréd 57 bada-
nych) na wczesny RZS.” Jeszcze jednym
mozliwym zastosowaniem przeciwcial
anty-CCP jest réznicowanie RZS z cho-
roba zwyrodnieniowa stawéw, zwlaszcza
rak, w ktorej, z reguly, tych przeciwcial
si¢ nie wykrywa.

Diagnostyczne znaczenie przeciwcial
anty-CCP znajduje odzwierciedlenie
w nastepujacym okresleniu RZS przez
EULAR (Europejska Lige do Walki
z Chorobami Reumatycznymi): ,Defini-
cja reumatoidalnego zapalenia stawdw
jest niekiedy nieprecyzyjna, lecz termin
ten stosowany jest zwykle do opisu syme-
trycznego, przewleklego i destrukcyjnego
zapalenia wielostawowego czesto zwiaza-
nego z wystepowaniem czynnika reuma-
toidalnego lub dodatnimi wynikami te-
stu wykrywajacego przeciwciala przeciw
cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi
(anty-CCP)”* W dalszej czgéci tego do-
kumentu sprecyzowanych jest 12 zaleceni
postepowania we wczesnym zapaleniu
stawow, opartych na dowodach oraz opi-
nii ekspertéw. Jedno z nich (zalecenie 4.)
uwzglednia oznaczanie m.in. przeciwcial
anty-CCP i posiada nastepujace brzmie-
nie: ,U kazdego pacjenta zglaszajacego
sie z wczesnym zapaleniem stawéw do
reumatologa nalezy okresli¢ nastepujace
czynniki predykcyjne przewlektej i nad-
zerkowej postaci choroby: liczbe obrzek-
nietych i bolesnych stawdw, OB lub CRP,
poziom czynnika reumatoidalnego
i przeciwcial anty-CCP oraz wystgpowa-
nie nadzerek w badaniu radiologicz-

»

nym.

Prognostyczne znaczenie przeciwciat
anty-CCP

W rozpoznanym reumatoidalnym zapale-
niu stawéw we wczesnym okresie nie
stwierdza si¢ z reguly zmian nadzerko-
wych. W czasie do 3 miesigcy trwania
choroby nadzerki stawowe wystepuja
u 13% pacjentéw. W ciaggu 2 lat trwania
choroby odsetek ten ro$nie do 50-70%.
W wyniku szeregu dobrze udokumento-
wanych badan nad przebiegiem i rozwo-
jem RZS okazalo sig, ze obecno$¢ przeciw-
cial anty-CCP oznacza gorsze rokowanie
w tej chorobie niz ich brak. Dotyczy to
szczegblnie rozwoju postepujacej nadzer-
kowej postaci tej choroby prowadzacej do
destrukeji stawéw. W roku 2000 Kroot
1 wsp.” po 6 latach obserwacji 273 pacjen-
tow ze wczesnie rozpoznanym RZS wyka-
zali, ze pacjenci z dodatnim wynikiem
przeciwcial anty-CCP (pierwsza genera-
¢ja) mieli znacznie bardziej zaawansowa-
ne zmiany radiograficzne rak i stop (zwe-
zenie szpar stawowych i liczba nadzerek)
niz chorzy na RZS anty-CCP negatywni.
Stosujac réwniez testy anty-CCP pierw-
szej generacji Meyer i wsp. w podobnej
grupie 191 pacjentéw z rozpoznaniem
RZS (w ciagu ostatniego roku) stwierdzili
po 5 latach obserwacji, ze czuto$¢ przewi-
dywania zmian radiologicznych przez
przeciwciala anty-CCP wynosila 67%,
swoisto$¢ 56%, pozytywna warto$¢ pre-
dykcyjna 64% i negatywna warto$¢ pre-
dykcyjna 58%. Warto$¢ prognostyczna
przeciwcial anty-CCP w odniesieniu do
zmian radiologicznych byla wigksza niz
dla RE

Forslind i wsp.* okreslali wyj$ciowe
stezenie anty-CCP2 u 379 pacjentéw
i oceniali radiologicznie stopient uszko-
dzenia stawdw i jego progresje po dwdch
latach obserwacji. Wykazali oni, ze obec-
noé¢ przeciwciat anty-CCP2 zwiazana by-
ta znacznie mocniej z erozja stawowa niz
obecnos¢ RF i innych parametréw labora-
toryjnych tj. OB, CRP.

Najnowsze badanie opublikowane
w 2008 roku potwierdza jeszcze bardziej
dobitnie warto$¢ prognostyczna przeciw-
cial anty-CCP. Syversen i wsp.” zbadali
grupe 125 pacjentéw z RZS, u ktérych do-
stepne byly radiogramy rak w momencie
postawienia rozpoznania i po 10 latach.

U pagjentéw tych uzyskano réwniez po-
czatkowe wyniki oznaczen przeciwcial an-
ty-CCP, OB, RF-IgM i RF-IgA. Przeciw-
ciala anty-CCP okazaly si¢ najsilniejszym
predykatorem progresji zmian radiolo-
gicznych [iloraz szans (odds ratio, OR)
4,0; 95% przedzial ufnosci 1,6-10,0]; po-
tem nastgpowaly ple¢ zeniska (OR=3,3),
podwyzszone OB (OR=3,2) i dodatni
RF-IgM (OR=3,1). Zauwazono takze, ze
prawdopodobiefistwo progresji zmian ra-
diologicznych jest najwigksze u chorych
z wysokim mianem przeciwciat anty-CCP
(OR= 9,9 w poréwnaniu z pacjentami an-
ty-CCP ujemnymi). Autorzy tego donie-
sienia proponuja algorytm predykcyjny
zmian radiologicznych w RZS opierajacy
si¢ na nastepujacych parametrach: prze-
ciwciala anty-CCP, RF-IgM, OB i ple¢
zefiska. Wszystkie powyzsze badania
wskazuja, ze obecno$¢ przeciwcial anty-
-CCP koreluje z progresja erozyjnej po-
staci RZS. Parametr ten ma zatem znacza-
cy potencjal kliniczny w wyborze pacjen-
téw do agresywnych strategii leczenia.

Implikacje terapeutyczne oznaczania
przeciwciat anty-CCP

Skuteczne leczenie RZS polega na wcze-
snym zastosowaniu lekéw modyfikuja-
cych przebieg choroby (LMPCh, ang. Di-
sease-Modifying Anti-Rheumatic Drugs,
DMARD:s) w celu osiagnigcia remisji (i jej
zapobiegania zmianom
strukturalnym stawdéw, niesprawnosci

utrzymania),

i ewentualnym innym powiktaniom. Pod-
stawowym lekiem tej grupy jest metotrek-
sat, skuteczny w spowolnianiu nadzerko-
wych zmian stawowych. Lekiem o podob-
nej skutecznosci jest leflunomid. W przy-
padku malej skuteczno$ci monoterapii
stosuje si¢ terapie skojarzona wykorzystu-
jac rézne kombinacje LMPCh (np. meto-
treksat z sulfosalazyna, hydroksychloro-
china)”. Do najnowszych lekéw o duzej
efektywnosci terapeutycznej naleza tzw.
leki biologiczne o szybkim i silnym dzia-
taniu przeciwzapalnym. Naleza do nich
m.in. leki hamujace dzialanie czynnika
martwicy nowotworéw alfa (TNF-a) —
infliksymab, etanercept oraz hamujace in-
terleuking 1 (anakinra).” Najbardziej sku-
teczne w osigganiu remisji w RZS jest ko-
jarzenie metotreksatu z lekami biologicz-
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nymi.” Nie zawsze jednak stosowanie
okreslonego leku biologicznego np. inhi-
bitora TNF jest skuteczne w dluzszej tera-
pii lub dobrze tolerowane. Woéwczas moz-
na wlaczy¢ leki biologiczne o innym me-
chanizmie dzialania. Przykladem takiego
leku jest rituksymab, przeciwcialo swo-
i§cie skierowane przeciw limfocytom B,
a dokfadniej przeciw antygenowi CD20
na ich powierzchni.” Lek ten ma rejestra-
cje FDA do leczenia dorostych pacjentéw
z umiarkowanym do cigzkiego RZS, w te-
rapii skojarzonej z metotreksatem,
w przypadkach niedostatecznej odpowie-
dzi na leczenie antagonistami TNE Po-
dobna rekomendacja aprobowana przez
Committee for Medicinal Products for Hu-
man Use (CHMP) dotyczy Europy. Wcze-
$niejsza rejestracja tego leku przez FDA
(1997 rok) dotyczyla jego zastosowania
w leczeniu chloniakéw nieziarniczych wy-
wodzacych si¢ z limfocytéw B. Nowym le-
kiem o podobnym mechanizmie dzialania
jest okrelizumab (w trakcie badan klinicz-
nych). Takze kolejny badany — tokilizu-
mab — jest przeciwcialem przeciw recepto-
rowi IL-6.

W ciagu ostatnich kilku lat pojawila si¢
tendencja do szybkiego wdrazania terapii
LMPCh, najlepiej przed radiologicznym
wykryciem pierwszych zmian nadzerko-
wych. Niezwloczne leczenie oznacza jego
wdrozenie nie p6Zniej niz w czasie 3 mie-
siecy od rozpoznania. Rekomendacja
EULAR - European League Against Rheu-
matism — (zalecenie 5.) stwierdza: ,,U cho-
rych zagrozonych rozwojem przewlekltego
lub nadzerkowego zapalenia stawdw po-
winno si¢ jak najwcze$niej zastosowac le-
ki modyfikujace przebieg choroby
(LMPCh), nawet jesli jeszcze nie sa spet-
nione ustalone kryteria klasyfikacyjne za-
palnej choroby reumatycznej”*
tez wystepuje sktonno$¢ do uznawania za-
palenia wielostawowego trwajacego po-
wyzej 3 miesiecy za wczesne RZS i wdra-
zania leczenia jesli wykryte zostang prze-

Dlatego

ciwciala anty-CCP lub czynnik reumato-
idalny w klasie IgM. Tendencja ta rozciaga
si¢ takze na przypadki niesklasyfikowane-
go zapalenia stawéw o analogicznym cza-
sie trwania z ujemnym RF a dodatnim te-
stem na przeciwciala anty-CCP (z uwagi
na wigksza swoisto$¢ tych ostatnich).

Przeciwciala anty-CCP maja zatem nieba-
gatelne znaczenie w decyzjach terapeu-
tycznych ze wzgledu zaréwno na swe zna-
czenie diagnostyczne wczesnego RZS jak
i predykcyjne w tej chorobie. Oznaczanie
przeciwcial anty-CCP ma w terapii poten-
¢jalny wymiar ekonomiczny: ich nieobec-
no$¢ moze, oprécz innych czynnikéw,
sktania¢ do bardziej konserwatywnego le-
czenia z pominigciem drogich lekéw bio-
logicznych (i odwrotnie).

Podsumowanie

Chociaz rozpoznanie reumatoidalnego
zapalenia stawow opiera si¢ glownie
o kryteria kliniczne to badania laborato-
ryjne, w tym oznaczanie autoprzeciwcial,
stanowia cenne uzupelnienie diagnostyki
oraz rokowania w tej chorobie. Przeciw-
ciala anty-CCP to nowy serologiczny
marker RZS, ktory przybyl po 50 latach
niepodzielnego krélowania czynnika reu-
matoidalnego. Niekiedy uznaje si¢ to za
rewolucyjna zmiang w reumatologii. Czu-
to$¢ diagnostyczna tego nowego markera
jest poréwnywalna lub nawet lepsza (dla
testéw 2 generacji okoto 70%) niz czynni-
ka reumatoidalnego. Przewaga czutosci
przeciwcial anty-CCP nad RF jest szcze-
gblnie zaznaczona we wczesnym okresie
RZS. Czgsto pojawienie si¢ przeciwcial
anty-CCP poprzedza wystapienie obja-
woéw klinicznych. Swoisto$¢ przeciwcial
anty-CCP w odniesieniu do RZS jest
praktycznie absolutna, o kilkanascie pro-
cent wyzsza niz RE, i osiaga wartosci 97—
98%. Przeciwciala anty-CCP przydatne s
takze w diagnostyce réznicowej RZS i in-
nych zapalnych oraz niezapalnych choréb
z objawami stawowymi. Predykcyjne zna-
czenie obecno$ci przeciwcial anty-CCP
polega przede wszystkim na przewidywa-
niu szybkiej progresji nadzerkowych zmian
stawowych. Uzyskanie i utrzymanie remi-
sji w RZS oraz spowolnienie takich zmian
w znacznej mierze zalezy od wczesnego
wdrozenia terapii lekami modyfikujacymi
przebieg choroby. Za wczesnym wdroze-
niem takiego leczenia, oprocz kryteriow
Klinicznych, z ktorych czes¢ wystepuje
pozno, przemawia seropozytywnosc¢ zapa-
lenia wielostawowego — rozumiana jako
obecnos¢ przeciwciat anty-CCP lub czyn-
nika reumatoidalnego. Oznaczanie obu

tych serologicznych markeréw zapewnia
wysoka czulos$¢ diagnostyczna w odniesie-
niu do wezesnego RZS (okolo 80%) przy
nieznacznie zmniejszonej swoistosci. Wy-
mienianie testu anty-CCP w zaleceniach
EULAR jest zapewne wstepem do formal-
nego i nieodleglego uznania tego badania
jako serologicznego kryterium RZS, co
najmniej na réwni z czynnikiem reuma-
toidalnym. Sprzyja temu coraz wigksza
dostepnos$¢ oznaczania przeciwcial anty-
-CCP za pomoca automatycznych anali-
zatoréw immunochemicznych. Oznacza-
nie przeciwcial anty-CCP wraz z diagno-
styka wczesnego zapalenia blony mazio-
wej metodami ultrasonografii i rezonansu
magnetycznego znacznie wzbogacaja
mozliwoéci wykrywania RZS w najwcze-
$niejszym okresie.

* Zesp6l Sjogrena jest chorobg autoimmunolo-
giczna, w ktérej uszkodzeniu ulegaja komorki gru-
czoléw §linowych i tzowych. Do gléwnych objawéw
naleza sucho$¢ w jamie ustnej i uposledzenie wytwa-
rzania lez.
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xCELLigence System: pomiar cytotoksycznosci
komorek NK w czasie rzeczywistym
bez koniecznosci znakowania

Wstep

Komoérki NK (ang.
Natural Killer, natu-
ralny zabdjca) sg za-
angazowane w roz-
poznawanie i niszczenie komérek nowo-
tworowych. Oszacowanie aktywnosci cyto-
toksycznej komoérek NK jest wazne nie tyl-
ko dla monitorowania immunokompeten-
¢ji w chorobie nowotworowej, chorobach

zakaznych i autoimmunologicznych, ale
réwniez wykrywaniu bialek posrednicza-
cych w uzyskaniu efektu cytolitycznego.

Standardowe metody oznaczania aktyw-
nosci cytolitycznej komérek sa oparte na
pomiarze uwalnianej radioaktywnosci: do-
celowe komorki sa znakowane radioaktyw-
nie i mieszane z komérkami efektorowymi,
takimi jak komorki NK™?. Aktywno$¢ ko-
morek NK okresla sie na podstawie uwol-
nionej radioaktywnosci, przez docelowe ko-
morki, spowodowanej cytoliza. Metody te
sg klopotliwe — ze wzgledu na zastosowanie
radioaktywnych materiatéw, ale réwniez
z powodu wystepowania wysokiego ta.

xCELLigence System stworzony, jako
RT-CES System przez ACEA Biosciences,
San Diego, USA, oferuje alternatywne po-
zbawione koniecznoéci znakowania roz-
wigzanie, do pomiaru aktywnosci cyto-
toksycznej komérek NK — ze znaczacym
zwigkszeniem latwosci stosowania, jak
i jako$ci uzyskanych danych. Ta nowator-
ska technologia pozwala réwniez na bar-
dziej dokladne szacowanie aktywnosci cy-
tolitycznej poprzez dynamiczne monito-
rowanie calego przebiegu reakgji.

Trzon systemu stanowi uklad czujnika
oporu elektrycznego pozornego (impe-
dancja) komorek zintegrowanych z dnem
mikroplytki, co pozwala na ciagte, iloscio-
we oznaczenie biologicznego stanu ko-
morek adherentnych. Zmiany w liczbie,

wielko$ci, morfologii lub zdolnosci do ad-
hezji moga by¢ wykrywane w czasie rze-
czywistym bez uzycia dodatkowych od-
czynnikéw. Zintegrowane oprogramowa-
nie pozwala na zbieranie danych nawet co
minute, przez dowolny czas®™*.

W prezentowanych badaniach system
pomiaru impedancji postuzyl do dyna-
micznej i iloSciowej analizy cytotoksycz-
nosci komoérek NK skierowanej przeciwko
komérkom NIH 3T3 oraz dziewieciu in-
nym liniom komérkowym, wiaczajac
ludzkie linie nowotworowe.

Materiaty i metody

Hodowla komdrek

Linie komoérkowe NK92, NIH 3T3 oraz
wszystkie linie nowotworowe pozyskano
z ATTC. Mysie komorki linii NK (mNK)
otrzymano od Hui Shao, Uniwersytet Lu-
isville, USA. Komorki hodowano w inkuba-
torze utrzymujacym 37°C i 5% CO,. Ko-
moérki NK92 i mNK hodowano w pozywce
Alpha MEM z 2 mM L-glutaming, 1,5
g/l wodoroweglanu sodu, uzupelnionej o 0,2
mM inozytolu, 0,1 mM 2-merkaptoetanolu,
0,02 mM kwasu foliowego, 12,5% surowicg
konska, 12,5% FBS oraz 100-200 U/ml re-
kombinowanej IL-2. Inne linie komérkowe
hodowano w pozywce RPMI zawierajacej
5% FBS, 1% penicyling i 1% streptomycyne
(GIBCO). Komorki linii NIH 3T3 hodowa-
no w pozywce DMEM zawierajacej 10%
FBS, 1% penicyline i 1% streptomycyne.

Analiza cytolityczna

Komoérki docelowe wysiewano na plytki
E 96 po 5000 komoérek na dotek w 100 pl
pozywki. Wzrost komérek monitorowano
dynamicznie z zastosowaniem systemu
opartego o pomiar impedancji, az do osia-
gniecia przez komérki docelowe (ang. Tar-
get cells (T)) fazy logarytmicznego wzrostu

Yama Abassi, ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA

i utworzenia w dotku zlewnej warstwy ko-
morek (monolayer). Komérki efektorowe
(ang. Effector cells (E)) w roznych stgze-
niach dodawano do wybranych dotkéw na
plytce do uzyskania réznych proporcji E/T.
Kontrolg tta stanowity komoérki efektorowe
dodane do dotka bez komoérek docelo-
wych. Po dodaniu komérek efektorowych
system kontynuowal pomiary co 15 minut
przez kolejne 20 godzin.

Mikroskopowa analiza morfologii
komoérek

Efekt cytolityczny wywolywany poprzez
komorki NK wobec komoérek efektoro-
wych analizowano za pomocg mikroskopu
odwréconego (Nikon). Kiedy indeks ko-
morek (ang. Cell Index, (CI)) spadl do
50% (w stosunku do kontroli) 8 godzin po
dodaniu komérek mysich NK (mNK), ko-
morki byly usuwane z systemu, utrwalane
w 80% metanolu przez 5 minut i barwio-
ne odczynnikiem Giemsy (Giemsa blue).
Morfologia komoérek byla analizowana
mikroskopowo, a obrazy dokumentowano
z zastosowaniem dolaczonej kamery CCD.

Analiza uzyskanych danych

Zintegrowane z systemem oprogramowa-
nie uwidacznia caly przebieg eksperymen-
tu. Krzywe czasu i wskazujace proporcje
E/T moga by¢ wyswietlane w czasie rzeczy-
wistym, wigc aktywnos$¢ komoérek NK mo-
ze by¢ monitorowana dynamicznie. System
wyraza impedancje w umownych jednost-
kach CI. CI w kazdym punkcie czasowym,
w umownych jednostkach jest definiowa-
ny, jako (Rn-Rb)/15, gdzie Rn jest impe-
dancja mierzona na linii elektroda-komor-
ki, w dotku zawierajacym komorki, a Rb to
tto — impedancja mierzona w dotku zawie-
rajacym tylko pozywke. Aby okresli¢ ilo-
$ciowo lize w wybranych punktach czaso-
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wych, procent cytolizy w wybranych punk-
tach byl okreSlany przez poréwnanie
z kontrola dla okre§lonych proporcji E/T.

Wyniki i dyskusja

Dodanie komérek mNK w proporcji
E/T 15 do 1 spowodowalo znaczacy spa-
dek CI w hodowli komérek NIH 3T3
(Ryc. 1a.). Nie zaobserwowano znaczace-
go spadku CI w dolkach kontroli komé-
rek efektorowych, gdzie dodawano ko-
morki YAC i linii limfocytéw T bez zdol-
noéci do cytolizy. Oznacza to, iz spadek CI
jest zwiazany z aktywnoscia cytolityczna
komérek mNK. Obserwowano réwniez
zwigkszenie cytolizy komoérek NIH 3T3
w czasie, w obecno$ci komdérek mNK. Ta-
kiego efektu nie powodowato dodanie ko-
morek YAC (Ryc. 1b.).

Morfologiczna analiza komoérek doce-
lowych wykazala zmniejszenie liczby ko-
morek pod wplywem dzialania komoérek
mNK, podczas gdy dodanie komoérek YAC
(kontrola) nie powodowalo takiego efektu
(Ryc. 1c.).

Analiza kinetyczna wykazala, ze cytoliza
wywolana obecnoscia komérek mNK prze-
biega powoli: dopiero po 2 godzinach od
dodania mNK zaobserwowano spadek licz-
by komoérek. W ciagu 2 godzin od dodania

komérek mNK zaobserwowano mniej niz
30% aktywnosci cytolitycznej, co jest stan-
dardowym czasem inkubacji przy analizach
radioizotopowych. Dane otrzymane z sys-
temu opartego na pomiarze impedancji
wykazaly, ze aktywnos¢ cytolityczna ro$nie
do 70% w ciagu 12 godz. od dodania ko-
moérek mNK. Najwigksze nasilenie cytolizy
przypada na czas, ktdry przekracza standar-
dowa inkubacje¢ w analizach radioizotopo-
wych, w zawiazku z tym analizy oparte na
znakowaniu komdrek moga zaniza¢ aktyw-
nos¢ cytolityczna. System oparty na pomia-
rze impedancji dynamicznie monitoruje
caly przebieg cytolizy i dzigki temu mozna
dokonywa¢ bardziej dokladnych analiz ak-
tywnosci cytolityczne;j.

llosciowy pomiar cytolizy wywotanej
aktywnos$cig komodrek NK

Wspoélezynnik CI wykazuje zalezno$¢ od
liczby komorek! i jest stosowany do iloscio-
wego monitorowania cytotoksycznosci in-
dukowanej przez czynniki chemiczne, takie
jak leki przeciwnowotworowe. Aby przete-
stowa¢ zdolnos¢ systemu do analizy iloscio-
wej aktywnosci komérek mNK, cytoliza by-
ta monitorowana dla réznych proporcji ko-
morek efektorowych do docelowych (E/T).
Mysie i ludzkie linie komoérkowe (mNK

Rycina 1. Dynamiczne monitorowanie cytolizy wywotanej przez komorki NK

i NK92) zastosowano jako komorki efekto-
rowe, komorki linii NIH 3T3 i MCF7 (linia
komorek raka sutka) zastosowano jako od-
powiadajace im komorki docelowe.W na-
stepstwie dodawania komoérek mNK lub
NK92 do odpowiednich komérek docelo-
wych wartosci CI spadaly w stosunku do
kontroli (brak komorek efektorowych w ho-
dowli) (Ryc. 2a. i 2c.). Spadek wartosci CI
jest zalezny od proporcji E/T. Jest powodo-
wany zmniejszeniem interakcji komor-
ka—elektroda wywolanych cytoliza. Im wyz-
sza byla proporcja E/T, tym nizsza uzyskano
warto$¢ CI. Swiadczy to o tym, iz system
oparty o pomiar impedancji zapewnia spe-
cyficzny i ilo§ciowy pomiar aktywnosci cyto-
litycznej wywolywanej przez komoérki NK.
Ponadto, dynamiczne monitorowanie
cytolizy moze doprowadzi¢ do poznania
mechanizméw lezacych u podstaw dziala-
nia komoérek NK. Na przyklad, analiza dy-
namiki cytolizy wykazala, ze komorki
MK92 maja wigkszy potencjal, jako ko-
morki efektorowe niz komérki mNK. Przy
proporcji E/T 4:1 lub wyzszej, komorki
MCEF?7 ulegly cytolizie w wigcej niz 90%
w ciagu 4 godz. od dodania komérek NK92
(Ryc. 2d.). Podczas, gdy dla komérek mNK
tylko 30% komorek uleglo cytolizie w cia-
gu tego czasu (Ryc. 2b.). Réznice w kinety-
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(a) Dynamiczne monitorowanie cytolizy komoérek
NIH 3T3 wywolywanej za pos$rednictwem komérek
NK: 34 godz. po wysianiu komérek warto$¢ indek-
su komoérkowego (ClI) osiagneta 3, co odpowiada
okoto 10 000 komérek na dotek. Do kazdego dotka
dodano (w trzech powtérzeniach) 150 000 komérek
mNK i YAC (kontrola negatywna).

(b) Zalezna od czasu aktywno$¢ cytolityczna ko-
morek mNK. Aktywno$¢ cytolityczna jest okreslana,
jako procent cytolizy (=[Clye, ctoktora = Clretoktor])/
Clyey efektora X 100%0).

(c) Morfologiczna analiza cytolizy wywotanej przez
komérki mNK (barwienie btekitem Giemsy blue)
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Rycina 2. lloSciowy pomiar aktywnosci cytolitycznej komérek mNK i NK92 bez barwienia
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ce cytolitycznej aktywnosci komoérek NK
oznaczajg, iz oddzialywania pomiedzy ko-
moérkami efektorowymi i docelowymi sa
specyficzne dla okre§lonych komorek
i moga by¢ w nie zaangazowane czynniki
takie jak ekspresja receptoréw i ligandow
NK lub inne mechanizmy oddzialywan.

Oznaczanie aktywnoSci cytolitycznej
komoérek NK bez koniecznosci
znakowania w wielu liniach
komoérkowych

Aktywno$¢ cytolityczna komdrek mNK
i NK92 byta testowana z zastosowaniem 9
linii komérkowych, wlaczajac 8 réznych
ludzkich linii nowotworowych i lini¢ NTH
3T3. Komoérki NK92 wykazujg szerokie
spektrum aktywnosci cytolitycznej w sto-
sunku do 7 linii komérkowych (dane nie-
publikowane). Ponad 90% cytolizy uzy-
skano dla komérek H460, HepG2, MCF7
i MDA-MB231. Cytoliza zachodzila szyb-
ko i osiagala maksimum aktywnoéci
w mniej niz osiem godz. od dodania ko-
morek efektorowych.

Podsumowanie

Prezentowane do$wiadczenia dowodza, ze
system wykorzystujacy analize impedancji
moze by¢ stosowany do dynamicznego
i ilo$ciowego szacowania aktywnosci cy-
tolitycznej wywolywanej przez komorki
NK w przypadku ludzkich jak i mysich li-
nii komoérek NK.

Ponadto, dane otrzymane z pomiaru
impedancji pokazuja, ze aktywno$¢ cyto-
lityczna wzrasta do 70% w ciagu 12 godz.
od dodania komorek efektorowych. Taka
aktywno$¢ cytolityczna — ktéra pojawia
si¢ po standardowym czasie inkubacji —
moze pozosta¢ niezauwazona podczas
wykonywania analiz z zastosowaniem ist-
niejacych, opartych o znakowanie ozna-

Produkt

Nowy!

RTCA SP Instrument:
RTCA Analyzer

RTCA SP Station
RTCA Control Unit

czen. System xCELLigence oferuje nie tyl-
ko analize bez koniecznoéci znakowania,
ale réwniez pozwala na uzyskanie bardziej
dokladnych oznaczen aktywnosci cytoli-
tycznej dzigki dynamicznemu monitoro-
waniu calego przebiegu reakcji.
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3. Abassi JA et al. (2005) J Immunol
Methods 292:195-205

4. Solly K et al. Assay Drug Dev Technol
2:363-372

opakowanie nr katalogowy
1 szt. 05228 972 001
1 szt. 05229 057 001
1 szt. 05229 014 001
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Przewlekte powikiania cukrzycy

W zZyciu czlowieka nie ma zazwyczaj cza-
su na zastanowienie, co bedzie sie dzialo
w przyszlym tygodniu, nie wspominajac
juz o rozmysélaniu, jakie skutki moze przy-
nie$¢ cukrzyca. Lecz myslenie o cukrzycy
juz teraz oraz podjecie krokéw, aby unik-
naé probleméw, moze utatwic¢ zycie.

Wiele 0s6b zastanawia sie, czemu leka-
rze tak duzo méwia o utrzymywaniu do-
brych pozioméw cukru we krwi. Oto dla-
czego: problemy wynikajace z dlugotrwa-
tej cukrzycy — czasami nazywane powikla-
niami — sa czgsto powiazane z wysokimi
poziomami cukru we krwi przez dluzszy
czas. Powiklania te odnosza sie do wielu
narzadéw i ukladéw naszego organizmu.

Jednak kontrola cukru we krwi to nie
jedyna rzecz, warunkujaca ryzyko kompli-
kacji cukrzycowych. Inne czynniki, jak na
przykiad geny, takze odgrywaja swoja role.

Wiele powiklan pojawia si¢ dopiero po
kilku latach, a nawet dziesiatkach Ilat,
trwania cukrzycy. Rozwijaja si¢ one skry-
cie i stopniowo, wigc nawet jezeli osoba
z cukrzyca nie zauwaza objawoéw powi-
ktan, mozliwe jest, ze one i tak si¢ kiedy$
ujawnia.

Moéwienie czy myélenie o przewleklych
powiklaniach moze by¢ przerazajace. I —
badZzmy realistami — ci¢zko jest zmieni¢
sposdb zycia, aby zmniejszy¢ ryzyko pro-
bleméw zdrowotnych, ktére moga si¢ po-
jawi¢ dopiero za kilkadziesiat lat. Ale waz-
ne jest, aby zacza¢ od razu. Wlasciwe odzy-
wianie, regularne ¢wiczenia fizyczne oraz
przyjmowanie lek6w zgodnie z zaleceniem
lekarza jest najlepszym sposobem, aby zre-
dukowac ryzyko pojawienia si¢ powiktan.

W jakich narzadach moga pojawi¢ sie
powiktania?

Oto jakie narzady i uklady organizmu
moga by¢ najbardziej narazone na powi-
ktania wynikajace z cukrzycy:

e oczy

o nerki

e nerwy

e serce oraz naczynia krwionosne

o dzigsta

e stopy
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Problemy dotyczace wzroku

Osoby chore na cukrzyce sa bardziej nara-

zone na zmiany dotyczace wzroku, wiréd

ktérych znajduja sie:

o Zaéma/Katarakta: Za¢ma to zgrubienie
i zmetnienie soczewki oka. Soczewka
jest cze$cig oka, odpowiedzialng za os-
tro§¢ widzenia. Za¢ma sprawia, ze 0so-
ba widzi niewyraznie lub nastepuje po-
gorszenie widzenia w ciemno$ci.
Lekarze sa zdania, ze osoby z cukrzyca
sa bardziej narazone na za¢me, jesli ma-
ja podwyzszony poziom cukru we krwi
przez dluzszy czas. Gdy pojawia si¢ za-
¢ma, usuwa si¢ ja operacyjnie.

o Retinopatia: Kolejny problem, zwany

retinopatia cukrzycowa, dotyczy zmian
w siatkowce, ktora jest wrazliwg na
$wiatlo warstwa, umiejscowiong na tyl-
nej powierzchni oka. Zmiany te poja-
wiaja si¢ w wyniku zniszczenia lub pro-
bleméw ze wzrostem malych naczyn
krwiono$nych siatkowki. Zazwyczaj
zmiany w naczyniach krwiono$nych
siatkéwki pojawiaja si¢ po kilku, kilku-
nastu latach trwania cukrzycy i nie
ujawniaja si¢ przed zakorniczeniem okre-
su dojrzewania. Retinopatia czesciej do-
tyka osoby z cukrzyca, ktére majq wyso-
ki poziom cukru we krwi przez dtugi
czas, wysokie ci$nienie, pala papierosy
lub Zuja tyton.
Jednym z powodéw, dla ktérego mio-
dziez z cukrzyca powinna poddawac si¢
przynajmniej raz w roku badaniom
okulistycznym, jest fakt, ze retinopatia
nie daje natychmiastowych objawow.
Jednak jezeli choroba si¢ poglebi, chory
moze straci¢ wzrok. Gdy problemy
z siatkéwka juz si¢ pojawia, chory po-
winien czesciej zasiega¢ konsultacji
okulisty. Osoby chore na cukrzyce sg
w stanie spowolni¢, a nawet zatrzymacé
zniszczenia spowodowane retinopatia,
dzigki poprawie kontroli pozioméw
cukru. Jesli retinopatia si¢ pogtebi, zale-
cana jest laseroterapia, aby zapobiec
utracie wzroku.

o Jaskra: Osoby cierpigce na cukrzyce sg
bardziej narazone na zachorowanie na

jaskre. W chorobie tej nastepuje wzrost
ci$nienia $roédgatkowego, co moze
zmniejszy¢ przeptyw krwi do siatkéwki
oraz nerwu wzrokowego, powodujac
ich uszkodzenie. Poczatkowo chory
moze nie odczuwaé pogorszenia wzro-
ku. Lecz jesli nie podejmie leczenia, ja-
skra moze doprowadzi¢ do utraty
wzroku. Ryzyko wzrasta wraz z wie-
kiem i czasem trwania cukrzycy. Cho-
rzy na jaskre przyjmuja lekarstwa obni-
zajace ci$nienie wewnatrz gatki ocznej,
a czasami wymagaja operacji.
Lekarze podczas rutynowych badan
kontrolnych sprawdzaja zazwyczaj oczy
pod katem wczesnych objawéw jaskry.
Moga takze zleci¢ dalsze badania.
Kontrola poziomu cukru we krwi, ci-
$nienia krwi oraz unikanie tytoniu moze
réwniez pomdc uniknaé probleméw ze
wzrokiem zwigzanych z cukrzyca.

Problemy dotyczace nerek

Wysoki poziom cukru we krwi moze po-
wodowaé zniszczenie naczyn krwiono-
$nych w nerkach, co prowadzi do niewy-
dolnosci. Choroba ta nazywana jest nefro-
patia cukrzycowa.

Niewydolno$é¢ nerek czesciej wystepuje
u 0s6b, ktére przez dlugi czas nie kontro-
luja pozioméw cukru we krwi. Gdy
uszkodzenie nerek juz wystapilo, stan
chorego moze ulec pogorszeniu, jesli ma
on wysokie ci$nienie krwi lub pali papie-
rosy.

We wczesnym etapie, niewydolnosé
nerek nie daje objawéw. Po pewnym cza-
sie moze jednak uszkodzi¢ nerki, ktére
przestaja normalnie funkcjonowaé. Tak
wigc jest to powazny problem zdrowotny.

Po kilku, kilkunastu latach trwania cu-
krzycy i po zakonczeniu okresu dojrzewa-
nia, lekarz bedzie prawdopodobnie zlecal
badanie nerek raz do roku. Moze to by¢
badanie moczu na obecnos¢ biatka zwa-
nego albumina. Jezeli iloé¢ bialka przekra-
cza dopuszczalny poziom lub wystepuja
inne objawy uszkodzenia nerek, lekarz
moze obejrze¢ fragment nerki (pobrany
w czasie jej biopsji) pod mikroskopem,
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aby upewnic si¢ czy rzeczywiscie doszlo
do choroby nerek.

Jesli niewydolnos¢ nerek zostanie wy-
kryta wystarczajaco wczesnie, uszkodze-
nie moze zosta¢ zatrzymane za pomoca
wlasciwego leczenia. W takim przypadku
zaleca si¢ spozywanie mniejszych ilosci
biatka. Lekarze przepisuja tez odpowied-
nie lekarstwa.

Jezeli stan nerek ulegnie pogorszeniu,
moze pojawi¢ si¢ catkowita ich niewydol-
no$¢, co bedzie wymagalo dializ (przy
uzyciu specjalnego urzadzenia, ktére
oczyszcza krew w taki sposéb, w jaki robia
to nerki) lub przeszczepienia nerki. Dobra
wiadomos¢ jest taka, ze w dzisiejszych
czasach rzadko dochodzi do calkowitej
niewydolnoséci nerek, dzigki wczesnemu
wykryciu pierwszych objawéw oraz lep-
szemu leczeniu.

Najlepszym sposobem, aby zapobiec
nefropatii cukrzycowej, jest kontrola ci-
$nienia tetniczgo oraz pozioméw cukru
we krwi, co jest latwiejsze przy przestrze-
ganiu planu leczenia cukrzycy. Istotne jest
takze regularne mierzenie ci$nienia krwi
oraz robienie badai moczu na obecnosé
albumin. Dodatkowo nalezy powstrzymy-
waé si¢ od palenia tytoniu, poniewaz
zwigksza ono ryzyko wystapienia proble-
moéw z nerkami jak i innych komplikacji
cukrzycowych oraz probleméw zdrowot-
nych.

Uszkodzenia nerwéw
Innym powiklaniem, wynikajacym z dhu-
gotrwalej cukrzycy jest uszkodzenie ner-
woOw zwane neuropatia cukrzycowa.

Neuropatia cukrzycowa moze doty-
czy¢ nerwéw w réznych czesciach ciala.
Najczgstsze objawy to dretwienie, mro-
wienie czy ostry bol stop lub tydek.

Nieleczone uszkodzenie nerwéw moze
doprowadzi¢ do wielu probleméw. Na
przyklad: z powodu ich dretwienia, chory
nie zauwazy skaleczenia, a rana taka zo-
stanie zakazona. Poniewaz uszkodzenie
nerwéw moze dotknaé kazda cze$¢ ciala,
problem moze rozwinaé sie w zasadzie
wszedzie, w tym w przewodzie pokarmo-
wym, drogach moczowych, w oczach
i sercu.

Lekarze zazwyczaj diagnozuja uszko-
dzenie nerwéw podczas zwyklego bada-

nia. Biopsja tkanki nerwowej lub inne ba-
dania moga okaza¢ si¢ niezbedne, a lekarz
kieruje pacjenta do neurologa.

Lekarze uwazaja, ze uszkodzenie ner-
wow jest zwigzane z wysokim poziomem
cukru we krwi, utrzymujacym si¢ przez
dlugi czas. Dlatego kontrola pozioméw
cukru i postepowanie wedtug planu lecze-
nia moze pomoéc zmniejszyé ryzyko roz-
woju tego rodzaju komplikacji.

Problemy dotyczace serca i haczyn
krwionosnych
Osoby chore na cukrzycg sa bardziej nara-
zone na wystapienie pewnych probleméw
zwiazanych z sercem i naczyniami krwio-
no$nymi. Powiklania te nosza nazwe cho-
réb sercowo-naczyniowych i do tej grupy
nalezaq miedzy innymi:

o Zawal serca (spowodowany zatorem
naczyn krwionoénych, ktére dostarcza-
ja krew do serca)

e Udar (spowodowany zatorem naczyn
krwionosnych, ktére sa odpowiedzialne
za ukrwienie mézgu)

e Zator naczyn krwionoénych w nogach
i stopach, prowadzacy do owrzodzenia
stop, zakazenia, czasami wymagajacy
amputacji palca, stopy lub czesci nogi.

Sposéb, w jaki kontroluje sie cukier we
krwi, odgrywa niemala role w przypadku
probleméw dotyczacych serca oraz na-
czyfi krwionosnych. Jezeli pacjent pali,
jest otyly, ma podwyzszone poziomy lipi-
déw we krwi (tréjglicerydy, cholesterol),
nadci$nienie tetnicze lub w rodzinie wy-
stepowaly przypadki zawalu serca czy
udaru przed 50-tym rokiem Zzycia, osoba
ta jest o wiele bardziej narazona na kom-
plikacje tego rodzaju.

Inna rzecza, jaka mozna zrobié, aby
zmniejszy¢ ryzyko powiklan sercowo-na-
czyniowych jest utrzymanie odpowiedniej
wagi. Osoby z nadwaga moga zasiegna¢
porady lekarskiej w zakresie odchudzania.
Lekarz moze regularnie sprawdzaé po-
ziom lipidéw (cholesterol i tréjglicerydy)
oraz ci$nienie krwi, aby upewni¢ sie, ze
maja one wlasciwe wartosci. Postepowanie
wedlug zalecen zywieniowych dla oséb
z cukrzyca, regularne ¢wiczenia fizyczne
oraz przyjmowanie lekéw przepisanych
przez lekarza jest rGwniez pomocne przy
zapobieganiu lub op6Znieniu rozwoju po-

wiktan zwigzanych z sercem i naczyniami
krwiono$nymi. Nalezy pamietaé, ze pale-
nie zwigksza ryzyko wystapienia tych pro-
bleméw jak i innych powiktan cukrzycy.

Problemy dotyczace dzigset

Osoby chore na cukrzyce sa bardziej nara-

zone na choroby dziasel (zwane takze cho-

robami przyzebia), poniewaz moga mieé:

e Wiecej kamienia naz¢bnego i mniej §li-
ny (zbyt duza ilo§¢ kamienia na z¢bach
1 niewystarczajaca ilo§¢ $liny moze pro-
wadzi¢ do préchnicy)

e Wyzsze poziomy cukru we krwi (osoba
ma wiecej cukru w ustach, co réwniez
moze powodowal prochnice)

e Mniejsza ilo§¢ kolagenu, czyli bialka
w tkance wléknistej dziasel

o Slabe krazenie krwi w dziastach

Wszystkie z powyzszych czynnikéw
moga przyczyni¢ si¢ do choréb dziasel.
Oznaki to: krwawienie, wrazliwe i bolesne
dziasla, ktére takze moga ulega¢ zanikowi
(oznacza to, ze dziasla nie pokrywaja po-
wierzchni korzeni zebéw) lub zmieniaé
kolor. Dentysta moze wykry¢ te chorobe
w czasie wizyty kontrolne;.

Na szcze$cie mozliwe jest zapobieganie
chorobom dziaset poprzez kontrole po-
ziomu cukru we krwi, odpowiednie mycie
z¢b6w, uzywanie nici dentystycznej oraz
regularne wizyty u stomatologa.

Problemy dotyczace stop

Po wielu latach trwania cukrzycy moga
pojawi¢ sie¢ problemy ze stopami spowo-
dowane stabym krazeniem krwi w sto-
pach oraz uszkodzeniem nerwéw (tzw.
stopa cukrzycowa).

Po okresie dojrzewania lekarz powi-
nien oglada¢ stopy pacjenta pod katem
oznak tych powiklan. Nalezy poinformo-
wa¢ lekarza o wystapieniu jakichkolwiek
objawdw typu: wrastajacy paznokieé, mo-
dzele czy sucha skora, jak réwniez o takich
sprawach jak uczucie podraznionej skory
z powodu noszenia okres§lonego rodzaju
obuwia lub drobnego urazu.

Aby zapobiec takim problemom, nale-
zy nosi¢ wygodne obuwie, ktére jest do-
brze dopasowane oraz przycinaé paznok-
cie do ksztattu palca. Cwiczenia, ktére po-
prawiaja krazenie krwi w stopach sg réw-
niez wskazane.
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Palenie moze zwigkszy¢ ryzyko wystapie-
nia probleméw ze stopami lub je poglebic.

Jak pozosta¢ w dobrej formie przez
diugie lata

Niektére powiklania cukrzycowe poja-
wiaja si¢ po wielu, a nawet dziesiatkach

lat trwania choroby, pomimo ze niektd-
rzy chorzy nawet nie maja zadnych za-
uwazalnych objawéw. I dlatego tak istot-
ne jest postegpowanie wedtug planu lecze-
nia oraz troska o zdrowie poprzez regu-
larne wizyty u lekarza i robienie zaleca-
nych badan. Pomoze to wykry¢ problemy

wynikajace z cukrzycy zanim zaczng da-
waé objawy, a dzigki temu mozliwe be-
dzie podjecie niezbednego leczenia.

Zrédlo: http://kidshealth.org/teen/diabe-
tes_basics/what/complications.html
Tlumaczenie: M. Palonek

Stezenie dimeru

D u pacjentow z zespoiem

rozsianego wykrzepiania sSrédnaczyniowego (DIC)
lub podejrzeniem DIC oznaczane z zastosowaniem

3 roznych metod

WOODHAMS BJ', ESTEVE F', MIGAUD-FRESSART M?, WOLF M’ i GRIMAUX M'
'Serbio (Diagnostica Stago), Gennevilliers, *Diagnostica Stago, Asnieres i °Béclere Hospital,

Climart, Francja

Oznaczanie dimeru D okazalo si¢ przy-
datnym i bardzo szybkim wsparciem kli-
nicysty w diagnozowaniu oraz leczeniu
pacjentéw z zakrzepica zyl glebokich
(ZZG). Istnieje zapotrzebowanie na réw-
nie szybka metode¢ ulatwiajaca rozpozna-
nia DIC. Obecnie rozpoznanie to opiera
sie na potaczeniu badan, z ktérych zadne
w rzeczywistosci nie jest swoiste dla DIC.

Przeprowadzili$my badanie celem oce-
ny zmian stezenia dimeru D u pacjentéw
z podejrzeniem lub klinicznym potwier-
dzeniem DIC, a takze poréwnania swo-
isto$ci wynikéw oznaczen dimeru D z ru-
tynowymi testami laboratoryjnymi stoso-
wanymi do wspomozenia diagnozowania
DIC. Prébki uzyskano od 62 pacjentéw
z podejrzeniem lub potwierdzeniem DIC.
W trakcie badania wykonywano rutynowe
testy laboratoryjne. Probki analizowano
retrospektywnie z zastosowaniem 3 réz-
nych metod oznaczania dimeru D firmy
Diagnostica Stago — zautomatyzowanego

testu lateksowego (STA Liatest D-Di),
ELISA (Asserachrom D-Di) oraz polilo-
sciowego testu lateksowego (D-Di Test).
Analiza danych wykazala wynik nie-
prawidlowy oznaczenia dimeru D w wigk-
szej liczbie przypadkéw niz w jakimkol-
wiek innym pojedynczym teScie — Liatest
D-Di — 94%, Asserachrom D-Di — 85%
i D-Di Test — 77%. Zastosowanie rutyno-
wych testow laboratoryjnych ujawnito
znacznie nizszy odsetek dodatnich pro-
bek: liczba plytek — 57%, stezenie fibryno-
genu — 32%, czas protrombinowy — 72%,
FV -70%, FVII+X — 74%, FII — 72%. Trzy
uzywane testy do oznaczania dimeru D
skalibrowano stosujac podobng procedu-
re. Wszystkie testy do oznaczania dimeru
D mialy podobne zakresy wartosci prawi-
dlowych, jednakze w badanych prébkach
klinicznych widoczne byly pewne réznice
pomiedzy nimi. Dla stezenia oznaczanego
przy pomocy D-Di Test > Asserachrom D-
-Di > Liatest D-Di, §rednia warto$¢ wy-

niosta odpowiednio 2,9 + 2,6 pg/ml, 4,03
+ 5,30 pg/ml i 5,33 * 5,74 pg/ml (wyniki
wyrazone w FEU, ekwiwalent fibrynoge-
nu). Roznice te moga wynika¢ z rodzaju
uzytych przeciwcial i/lub dostepnosci
miejsc wiazacych w réznych procedurach
oznaczen.

Badanie jasno wykazalo, ze oznaczenia
dimeru D powinny zosta¢ wlaczone do
wszystkich rutynowych zestawéw testow
laboratoryjnych wspomagajacych diagno-
zowanie DIC. Oznaczenia dimeru D
w ilo§ciowym te$cie ELISA i testach latek-
sowych (Asserachrom D-Di i Liatest) mo-
ga wykazywaé wigksza czulo$¢ w odnie-
sieniu do DIC niz powszechnie stosowany
potilosciowy test lateksowy.

Od redakcji: wyniki badania zostaly
przedstawione na XV Miedzynarodowym
Kongresie Fibrynolizy i Proteolizy w HAMA-
MATSU, Japonia, 25-29.06.2000; opubliko-
wano w FIBRINOLYSIS & PROTEOLYSIS,
vol. 14, Suppl.1, 2000
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