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Roche wilascicielem
patentu technologii
elektrochemiluminescenciji

Szanowni Paristwo,

Mito mi poinformowaé, ze na poczatku kwietnia br. Roche podpisal umowe z BioVeris
Corporation na calkowite polaczenie obu firm. Roche wykupil 100% akgji za ok. 600 mln
dolaréw. Przejecie firmy BioVeris umozliwi rozw6j dzialu immunochemii w nowych
segmentach rynku, takich jak: badania i rozw6j biochemii molekularnej, samokontrola
pacjentéw, diagnostyka weterynaryjna, opracowanie i badanie nowych lekéw czy bada-
nia kliniczne.

Swiatowe wydatki na badania kliniczne rosna srednio 10% w skali roku, wraz z inny-
mi nowymi dziedzinami daje to mozliwo$¢ zdobycia rynku wartego ok. 400 mln fran-
kéw szwajcarskich. Obecnie, gléwnie dzigki odnoszacej sukcesy, immunochemicznej li-
nii produktowej Elecsys jest to najszybciej rosnacy dzial diagnostyki laboratoryjnej
w Roche. Dzigki przejeciu BioVeris nasza firma bedzie w posiadaniu pelnych praw pa-
tentowych do technologii elektrochemiluminescencji (skrét z jez. ang ECL), stanowigcej
podstawe dzialania analizator6w Elecsys, co stworzy mozliwoé¢ dotarcia do calego ryn-
ku immunochemicznego. Wiecej informacji na ten temat znajda Paiistwo na stronach
internetowych http://www.roche.com/med-cor-2007-04-04

Polecam Panstwa uwadze biezacy numer LabForum, w ktérym znajduja si¢ informa-
¢je nt. kontroli jakos$ci pomiar6w na niedawno wprowadzonym na rynek analizatorze
TEST-1, oznaczenr N — koficowego propeptydu prokolagenu typu I, istotnych w diagno-
styce onkologicznej, a takze artykul o regeneracji miesni szkieletowych. Chcieliby$my
takze przypomnie¢ program kontroli jakosci QCS EASY 4, jego wczedniejsza wersja by-
fa juz omawiana na tamach LabForum kilka lat temu.

Zycze milej lektury,

Andrzej Banaszkiewicz
z zespolem RDP

Nasz adres:

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

01-531 Warszawa

tel. 0-22/481 54 54-60
faks 0-22/481 55 95

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

serwis:
obstuga klienta:

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

centrala:
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Wewnetrzna kontrola jakosci pomiaru szybkosci
opadania erytrocytow w analizatorze TEST 1

Davide Giavarina, Silvano Capuzzo, Fabrizio Cauduro, Mariarosa Carta, Giuloano Soffiati,

Laboratorium chemii klinicznej i hematologii, Szpital San Bortolo, Vicenza — Wiochy

Aparat TEST 1™ jest w pelni zautomatyzo-
wanym analizatorem do pomiaru szybkosci
opadania erytrocytow. W analizatorze sto-
suje sig szczegblng kapilare, w ktorej krew
przemieszczana jest przez specjalny system
hydrodynamiczny. W tej oryginalnej meto-
dzie nie mozna dokonaé pomiaru utrwalo-
nych prébek do kontroli jakosci prawdopo-
dobnie dlatego, ze utrwalone erytrocyty sta-
wiajq wigkszy opor przy ruchu wewngqtrz
kapilary znieksztalcajqc krzywq sedymen-
tacji. OcenialiSmy, czy stabilnos¢ prébek po-
bieranych na EDTA, jak o$wiadcza produ-
cent, jest wystarczajgca do uzywania prébek
mierzonych dzieri wczesniej niz prébki we-
wnetrznej kontroli jakosci. Badalismy row-
niez, czy rézne probéwki mogly zmienié¢ wy-
niki testu pomiedzy prébkami przechowy-
wanymi a Swiezymi. Réznice miedzy war-
toscig OB w $wiezych i przechowywanych
prébkach po 24 i 48 godzinach w obu stoso-
wanych typach rodzajach probéwek sq nie-
istotne. Zgodno$¢ pomiedzy Swiezymi
i przechowywanymi prébkami bylta wigksza
niz zgodnos$¢ otrzymana przez poréwnanie
z metodq Westergrena i krew przechowywa-
na moze by¢ stosowana w procedurze we-
wnetrznej kontroli jakosci. (Clin Lab.
2002;48:459-462)

Stowa kluczowe: szybko$¢ opadania
erytrocytéw, kontrola jako$ci, Wester-
-gren, analizator, OB

WSTEP

Analizator TEST 1™ (Alifax S.p.A., Padwa,
Wiochy)® bada zdolno$¢ sedymentacji
i agregacji czerwonych krwinek poprzez
absorbancje (Ryc. 1.), mierzac szybkos¢
opadania erytrocytéw (OB) przy pomocy
mikrofotometru na podczerwieni (950 nm).
Wymieszana krew wprowadzona jest do
kapilary i przemieszczana przez specjalny

system hydrodynamiczny (CPS®). Pomiar
kazdej probki zachodzi 1000 razy w ciagu
20 sekund oceniajac zdolno$¢ agregacji
i sedymentacji czerwonych krwinek. Sy-
gnaly elektroniczne mierzone podczas wi-
rowania przeliczane sg na liczbe erytrocy-
tow w czasie w czedci kapilary odczytywa-
nej przez fotodiode odbiorcza. Impulsy
mierzone w jednostkach czasu okreslaja
krzywa sedymentacji (Ryc. 2.). Sredni spa-
dek sygnatu na jednostke czasu ($redni sy-
gnal) oraz pierwiastek kwadratowy ,,sygna-
tu catkowitego” przeksztalcane sa na po-
réwnywalne wartoéci Westergrena®.

Zaleta analizatora TEST 1 jest mozli-
wos¢ okreslania OB w probéwkach z EDTA,
ktore uzywane sa w analizatorach hema-
tologicznych, dzigki czemu dodatkowe
probéwki do OB nie sa juz potrzebne.

Precyzja TEST 1 w oznaczeniach waha
sie od 7,5 do 2,8 CV% odpowiednio dla
wartosci OB 10 i 117 mm/h®, podczas
gdy inni badacze stwierdzaja $redni
CV% = 7,9%.

Wytyczne Miedzynarodowej Rady ds.
Standardyzacji w Hematologii (Interna-
tional Committee for Standardization in
Haematology, ICSH) wskazuja jako meto-
de referencyjna OB Westergrena.

Poréwnanie pomig¢dzy metoda referen-
cyjna a TEST 1 w szerokim zakresie wyni-
kéw (297 probek) daje Srednie odchylenie
—1.39 mm/h, z prosta regresji: y = 0,99x +
2,39;r = 0,85; p = 0,0001; Sy/x = 20,09 (2).

De Jonge i wspotpracownicy uzyskali
r = 0,97, nachylenie = 0,83 i Sy/x = 5,33,
ale jedynie dla 105 probek®.

W tej oryginalnej metodzie nie mozna
dokona¢ pomiaru utrwalonych prébek do
kontroli jako$ci prawdopodobnie dlatego,
ze utrwalone erytrocyty stanowia wigkszy
opo6r przy ruchu wewnatrz kapilary dajac
znieksztalcona krzywa sedymentacji.

Stwierdzano, ze wartosci OB dla pré-
bek przechowywanych do 24 godzin sa
nizsze niz warto$¢ poczatkowa.

Oceniali$my czy to odchylenie bylo wy-
starczajaco niezmienne, aby uzywaé préb-
ki mierzone dzient wczesniej jako probki
wewnetrznej kontroli jakosci, biorac row-
niez pod uwage, ze aparaty byly ostatnio
modyfikowane w procedurze przed mie-
szaniem (predko$¢ wirowania zmieniona
z 16 na 60 obrotéw/min) celem poprawie-
nia odtwarzalnosci. Badaliémy takze, czy
rézne probéwki moga spowodowacé zmia-
ne wynikéw testu pomiedzy probkami
przechowywanymi a §wiezymi.
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Rycina 1. TEST 1™ analizuje zdolno$¢ sedymentacji i agregacji czerwonych krwinek poprzez pomiar absorbancji
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Rycina 2. Impulsy mierzone na jednostke czasu dajg
krzywa sedymentaciji. Sredni spadek sygnatu na jed-
nostke czasu (Sredni sygnaf) oraz pierwiastek kwadra-
towy ,sygnatu catkowitego” przeksztatcane sa na po-
réwnywalne wartos$ci Westergrena.

MATERIAL | METODY

Poréwnanie pomiedzy swiezymi

a przechowywanymi prébkami

z uzyciem réznych probowek.

Kazdego tygodnia przez 6 tygodni mie-
rzono pigtnasécie probek zar6wno w pro-
béwkach Greiner Bio-One (Greiner La-
bortechnik GmbH, Frickenhausen, Niem-
cy) (EDTA K3E, 13x75 mm, 2 ml), jak
i w Beckton Dickinson (BD, Franklin
Lakes, NJ, USA) (EDTA K2E 5,4 mg,
13x75 mm, 3 ml). Prébki byly nastepnie
przechowywane w 4°C i ponownie badane
po 24 i 48 godzinach. Wybrano prébki
w szerokim zakresie OB — pomiedzy 20
a 115 mm/h.

Tabela 1. Por6wnanie pomiedzy przechowywanymi (24 i 48 h) a Swiezymi probkami
do pomiaru wartosci OB, przy uzyciu dwéch réznych rodzajéw probéwek z EDTA.
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Rycina 3. Wykres kontroli jakosci (QC) dla odchylenia

48h wobec Oh 24h wobec Oh

BD BD Greiner  Greiner
109 92 99 110
—1,38+ 3,49% 1,87* -1,07+
7,68 9,92 6,48 6,26
11 12 6 10
0 1 0 0
120 105 105 120

dni

37
dni

OB z poprzedniego dnia. Srednia warto$¢ dla probek:

46 55 64 73

23 mm/h (A) i 54 mm/h (B). Zapetnione kwadraty przedstawiajg niezgodno$¢ z regutg Westgarda 1,¢; zapetnione
kwadraty z gwiazdka - niezgodno$é z regutg Westgarda 154 ©.

Ocena wartos$ci przechowywanych
probek jako prébek kontroli jakos$ci
Codziennie przez trzy miesigce przecho-
wywano dwie prébki z OB o okolo 23
mm/h (22,9 + 2,2) oraz 54 mm/h (53,5 +
3,1) do 24 godzin w 4°C i uzywano na-
stepnego dnia. Odchylenie i granice zgod-
nosci wyliczano przy pomocy algorytmu
opisanego przez Altmana i Blanda®.

WYNIKI

Tabela 1. przedstawia wyniki por6wnania
pomiedzy prébkami §wiezymi a przecho-
wywanymi w réznych probéwkach. Przy
uzyciu probéwek BD i Greiner OB po
24 h bylo odpowiednio wyzsze o 3,49
mm/h i 1,87 mm/h niz OB mierzone
w $wiezej probce. Po 48 h wartosci OB by-
ty nieznacznie nizsze (odpowiednio —1,38
mm/h i -1,07 mm/h). Wszystkie te r6zni-
ce nie byly statystycznie znaczace.

W ocenie przechowywanych prébek
jako prébek kontroli jakosci odchylenie
spowodowane przez przechowywanie wy-
nosito 2,8 mm/h (95% CI, od 1,2 do 4,3)
12,9 mm/h (95% CI, od 0,5 do 5,3) odpo-
wiednio dla prébek z warto$ciami OB wy-
noszacymi 23 mm/h i 54 mm/h. Granice
kontrolne ustalone przy + dwoch odchy-
leniach standardowych wyniosly od —10,5
do 16,0 mm/h (95% CI, + 2,7) i od -17,7
do 23,6 mm/h (95% CI, £ 4,2) (Ryc. 3
A1iB).

DYSKUSJA

Nasze wyniki nie sa zgodne z innymi
wezesniejszymi wynikami, wedlug kté-
rych wartosci OB dla krwi przechowywa-
nej do 24h byly $rednio o 4% nizsze niz
wartoéci poczatkowe". Przeciwnie, nasze
dane wydaja si¢ calkiem stale, a réznice
nie sg réwniez istotne po 48 h, czyli czasie
uznawanym za zbyt dlugi do przechowy-
wania probek OB. Te wyniki prawdopo-
dobnie zaleza od wyzszej predkosci wiro-
wania, podwyzszonej z 16 do 60 obr./min.
Modyfikacja tego ustawienia zostala
wprowadzona przez producenta celem po-
prawienia dokladnosci i poréwnania po-
miedzy réznymi analizatorami TEST 1¢°.
Ta zmiana ustawienia umozliwia lepsze
i dokladniejsze mieszanie krwi i prawdo-
podobnie poprawia powtarzalno$¢ OB po
naturalnym skupianiu si¢ erytrocytéw.
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Rézne rodzaje probowek z EDTA nie
przeszkadzaja w przechowywaniu prébek
dla oznaczenia OB.

Ponadto odchylenie standardowe réz-
nicy znajduje si¢ w granicach pomiedzy 6
a 10 mm/h dla wszystkich probéwek
i réwniez po 48 h. Te wyniki potwierdzo-
no w protokole prébnych kontroli jakosci.
Réznica rzedu 3 mm/h byla faktycznie
stala, a granice zgodnosci byly w zakresie
okolo + 13 mm/h dla prébek z warto$cia
OB 23 mm/h i okolo + 21 mm/h dla war-
tosci 53 mm/h.

Wezesniej stwierdzono®?, ze zgodnosé
pomiedzy TEST 1 a metoda Westergrena
wynosita —1,39 mm/h z granicami zgod-
nosci od —40,72 do 37,94. To jest szeroki
zakres zgodnosci i dyskutowalismy z au-
torami publikacji na temat rzeczywistej
poréwnywalnosci tego systemu analitycz-
nego z metoda Westergrena®.

Zgodno$¢ poréwnania otrzymanego
pomiedzy §wiezymi a przechowywanymi

probkami jest wyzsza niz zgodno$é
otrzymana z poréwnania w metodzie re-
ferencyjnej”, obecnie proponowane;j ja-
ko kontrola. Majac na uwadze fakt, ze nie
istnieja odpowiednie materialy dla po-
prawnej wewnetrznej kontroli jakoéci,
niniejszy system wydaje si¢ prosty, nie-
drogi i mégtby umozliwié przeprowadze-
nie wewnetrznej kontroli wykonujac test
nawet 24 godziny po pobraniu krwi, jesli
przechowa si¢ ja w temperaturze 4°C,
dzigki stabilnosci probek pobieranych na
EDTA.
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Stezenia PINP w surowicy krwi u chorych
na nowotwory ziosliwe

Maria Kowalska, Janina Kamiriska, Zaklad Markeréw Nowotworowych Centrum- Onkologii —

Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie

W chorobach nowotworowych zmiany
zachodzace w ukladzie kostnym, moga
powstawaé bezposrednio pod wplywem
toczacej si¢ choroby lub tez jako uboczny
efekt stosowanego leczenia. Przyczyna za-
chodzacych zmian w ukladzie kostnym sa
najczesciej przerzuty, znacznie rzadziej
zmiany pierwotne — migsaki kosci 1 szpi-
czak mnogi. Narastajace stezenia standar-
dowych markeréw nowotworowych, mi-
mo Ze sg czesto pierwszym objawem pro-
gresji choroby, to jednak nie dajg infor-
macji dotyczacej o miejscu przerzutéw.
Charakterystyczne panele badan bioche-
micznych stosowane dla kazdego umiej-
scowienia nowotworu, obejmuja z reguly

wskazniki sprawnoéci funkcji narzadéw,
ktére moga odzwierciedla¢ zar6wno efekt
uboczny stosowanego leczenia jak i zabu-
rzenia na skutek wystepujacych przerzu-
tow. Narastanie stezen lub aktywnosci
oznaczanych wskaznikéw jest podstawa
do wdrozenia szeregu innych badan, mie-
dzy innymi technik obrazowych umozli-
wiajacych precyzyjne okreSlenie miejsca
przerzutu. Pomimo ze lekarzom onkolo-
gom znane s3 miejsca przerzutéw, typowe
dla danego ogniska pierwotnego nowo-
tworu, to jednak wczesne ich rozpoznanie
jest bardzo czesto utrudnione diugim
okresem bezobjawowym. Oznaczane ru-
tynowo parametry gospodarki wapnio-

wo-fosforanowej, charakteryzujace sie ni-
ska czuloscia, sa powodem do wdrazania
dodatkowych, innych bardziej czulych
nowych
wskaznikéw pozwalajacych na bardziej
precyzyjna ocene stanu gospodarki kost-
nej, stymulowane bylo miedzy innymi
przez wzrastajacy odsetek oséb cierpia-
cych na osteoporoze. Do popularyzacji
oznaczania nowoczesnych markeré6w ob-

wskaznikéw. Poszukiwanie

rotu kostnego przyczynila si¢ takze auto-
matyzacja, pozwalajaca na szybkie i maso-
we wykonywanie oznaczen.

Markery obrotu kostnego coraz czesciej
zaczeto badaé w réznych jednostkach choro-
bowych, w tym takze w onkologii. Badania te
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dotyczyly przede wszystkim chorych na raka
piersi i prostaty tzn. takiego umiejscowienia
nowotworéw zlosliwych, w ktérych miej-
scem przerzutéw jest czesto uklad kostny.

W dostepnym pismiennictwie, spotyka
si¢ wiele prac dotyczacych wartosci ozna-
czania réznych markeréw obrotu kostne-
go u chorych na nowotwory zlosliwe. Au-
torzy tych prac coraz czysciej zwracaja
uwage na warto$¢ oznaczania szczeg6lnie
jednego z nich — PINP (N — konicowego
propeptydu prokolagenu typu I)*'?.

Na Swiatowym Kongresie Osteoporo-
zy w 2000 roku ustalono, ze marker ten
nalezy zaliczy¢ do nowoczesnych wskazni-
kéw obrotu kostnego".

Choroby nowotworowe sa przyczyna
licznych powiklan zwigzanych zaréwno
z pierwotnym umiejscowieniem guza jak
i z rozsiewem choroby do réznych narza-
dow odleglych, zwlaszcza do ukladu kost-
nego. Licznym powiklaniom ze strony
ukfadu kostnego towarzysza nie tylko obja-
wy bélowe, ale réwniez niebezpieczne dla
zycia zlamania kregostupa i uszkodzenia
rdzenia kregowego. Przyczyna zmian
w ukladzie kostnym moga by¢ nowotwory
pierwotne kosci (migsaki kosci), nowotwo-
ry o lokalizacji kostnej (szpiczak mnogi),
oraz najczestsze z nich — przerzuty do kosci.

W miar¢ wprowadzania nowych, bar-
dziej skutecznych metod leczenia nie tylko
zmian pierwotnych nowotworu, ale réw-
niez powiklan kostnych, staje si¢ bardzo
istotne okreslenie grupy chorych z wyso-
kim ryzykiem wystapienia tych zmian.

W oparciu o najnowsze dane literaturo-
we przeprowadzono w Zakladzie Marke-
ré6w Nowotworowych, Centrum Onkologii
w Warszawie, pilotowe badania oceniajace
przydatno$¢ oznaczania stezenn PINP.

Oznaczenia wykonano lacznie u 132
chorych na nowotwory zlosliwe z po-
twierdzonymi zmianami w ukladzie kost-
nym. Badaniami obj¢to chorych na mie-
saki kosci (MK), szpiczaka mnogiego
(MM) i z rakiem prostaty (CaP).

Stezenia PINP w surowicy krwi ozna-
czono zestawami firmy Roche Diagno-
stics. Normy przyjeto zgodnie z zalecenia-
mi producenta.

Wyniki badan wykazaly, ze bez wzgle-
du na umiejscowienie pierwotnego nowo-
tworu, przy potwierdzonych zmianach

Ryc. 1. Odsetek chorych z podwyzszonymi stezeniami PINP
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kostnych, stezenie PINP jest podwyzszo-
ne u znacznego odsetka chorych, od 40 do
54% (Ryc. 1.). Uzyskane wyniki badan sg
szczegoblnie istotne dla chorych na migsa-
ki koéci, u ktorych brak standardowych
markeréw nowotworowych. Prowadzone
dalsze badania powinny réwniez wyja-
$nié, czy istnieja zalezno$ci pomiedzy ste-
zeniami PINP a rozlegloécig zmian.

Jak wiadomo markery obrotu kostnego
odzwierciedlaja dynamike proceséw resorp-
i i kosciotworzenia. Wydaje sig, ze ozna-
czanie P1INP powinno by¢ dobrym uzupel-
nieniem dla diagnostyki i monitorowania
leczenia powiklan kostnych u chorych na
nowotwory zloliwe. Nalezy podkresli¢, ze
uzyskanie dodatkowych informagji, o za-
chodzacych procesach w ukladzie kostnym,
poprzez oznaczanie PINP, oparte jest na
metodzie nieinwazyjnej, dajacej mozliwosci
wielokrotnego wykonania badania.
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Regeneracja miesni szkieletowych

a dystrofie miesniowe

Iwona Grabowska, Zaklad Cytologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski

Migénie szkieletowe wykazuja znaczna
plastycznoé¢ i zdolno$¢ do rekonstrukeji.
Uszkodzone, mechanicznie lub niedo-
krwiennie, mig$nie szkieletowe zwykle re-
generujg wraz z naczyniami i unerwie-
niem. Proces naprawy tkanki sklada si¢
z okre$lonej sekwencji zdarzen i przebiega
w dwu nakladajacych si¢ fazach: miolizy
i rekonstrukcji (Rys. 1., zdjecia)® >,
Pierwszy etap wymaga udzialu komérek
stanu zapalnego 1 aktywacji $ciezek prote-
olitycznych, co prowadzi do usuniecia
martwych fragmentéw wldkien migsnio-
wych. W drugim etapie rekonstrukeji zo-
staja aktywowane komorki satelitowe,
ktére odtwarzaja nowe wldékna migénio-
we. Dzieki obecnosci komorek satelito-
wych mozliwy jest wzrost i regeneracja
miesni szkieletowych. Komoérki satelitowe
zostaly odkryte przez Mauro w 1961 ro-
ku“?. Jest to populacja niezr6znicowa-
nych, jednojadrowych komoérek prekurso-
rowych obecna w migs$niach ssakéw, pta-
kéw, gadéw i ptazéw">'**'”. Komorki sa-
telitowe znajduja si¢ pomiedzy blona
podstawna a sarkolemma wldkna mig-
$niowego. W okresie intensywnego wzro-
stu organizmu liczba komérek satelito-
wych w mieéniach jest wysoka, jednak
ulega szybkiemu spadkowi wraz z wie-
kiem®. Tuz po urodzeniu u myszy okolo
30% jader komérkowych w mies$niu nale-
zy do komorek satelitowych. Po uptywie
dwéch miesiecy juz tylko 5% jader w mie-
$niu to jadra komorek satelitowych.
Znaczny spadek liczby komorek satelito-
wych w okresie okoloporodowym wigze
si¢ z intensywnym wzrostem mies$ni. Po
osiagnieciu dojrzalosci plciowej liczba ko-
morek satelitowych dalej spada, jednak
w duzo wolniejszym tempie.

W nieuszkodzonych migéniach ko-
morki satelitowe nie dziela sig, jednak za-
chowuja zdolnosé¢ do replikacji DNA i po-
dzialéw mitotycznych przez cale zycie

osobnika. W wyniku uszkodzenia mie-
$nia, komorki satelitowe sa aktywowane
i dzielg sie"”. Nastepnie aktywowane ko-
morki satelitowe (mioblasty) réznicuja
sie, ulegaja fuzji, tworzac wielojadrowe
miotuby, z ktérych powstana wiékna mie-
$niowe (Rys. 1., schemat). Fuzja miobla-
stow jest jednym z kluczowych etap6w re-

generacji’’. W trakcie tego procesu ko-
morki wykazuja ekspresje szeregu bialek
adhezyjnych, ktére zaangazowane sa
w tworzenie polaczenn pomiedzy miobla-
stami. Powstawanie takich potaczen pro-
wadzi dalej do fuzji blon komérkowych.
Najwazniejsze bialka adhezyjne uczestni-
czace w fuzji to M-kadheryna, bialko

/ Frzekrd] poprzeczny przez
mibgsian breuchaty ydki mysey

migsien kontrainy

micdiza

fuzjas komdrak

migsniowych

/” odtworzsnie widkien

\

komicrkl sabelibows

aktywacia l

Rysunek. 1 Przebieg regeneracji miesni szkieletowych po mechanicznym uszkodzeniu (opis w tekscie).



LabForum

maj 2007

ADAMI12 (a disintegrin and metalloprote-
inase 12), podjednostka [13 integryny oraz
tetraspaniny CD9 i CD81. Wzajemny
kontakt komoérek oraz utworzenie tzw.
»kompleksu prefuzyjnego” jest uwarun-
kowany réwniez obecnoscia jondéw wap-
nia. Jednakze nie wszystkie aktywowane
komoérki satelitowe tworza widékna mie-
$niowe, cze$¢ z nich nie roznicuje i odtwa-
rza wlasna populacje. Gléwna role w tym
procesie przypisuje si¢ czynnikowi trans-
krypcyjnemu Pax7¢".

Jednakze w przypadku licznych choréb
mig$niowych proces regeneracji jest zabu-
rzony. Dystrofie mig$niowe (do tej pory
poznano ponad 30 typéw) sa heterogenna
grupa choréb genetycznych charakteryzu-
jaca si¢ postepujacym zanikiem integral-
nosci i sily mig$ni®. Choroby te obejmuja
liczne grupy migsni, ich objawy kliniczne
pojawiaja si¢ w réznym wieku i moga wy-
stepowaé ze zréznicowanym nasileniem.
Dystroficzne migénie posiadaja nieprawi-
dlowe wl6kna mie$niowe z centralnie ulo-
zonymi jadrami komérkowymi, sa przero-
$nigte tkanka taczna i thuszczowa. Mutagje,
ktore leza u podloza dystrofii mig§niowych
dotycza genéw kodujacych bialka kom-
pleksu DGC (dystrophin glycoprotein
complex) np. dystrofina, sarkoglikany,
a takze biatka macierzy zewnatrzkomoérko-
wej, jak laminina, proteinazy (kalpaina),
inne biatka blonowe (integryna alfa7, ka-
weolina 3, dysferylina), ale takze biatka ja-
drowe takie jak laminy A i C oraz emery-
na"”. Najczesciej spotykanymi formami
dystrofii sa sprzezone z chromosomem
X dystrofia Duchenne’a (Duchenne Muscu-
lar Dystrophy — DMD) oraz jej tagodniejsza
forma dystrofia Beckera (Becker Muscular
Dystrophy — BMD). Obydwie choroby
zwiazane s3 z mutacjami genu kodujacego
biatko dystofine. U wigkszosci pacjentéow
z DMD dystrofina nie jest wykrywana, na-
tomiast u pacjentéw z BMD biatko to ma
nieprawidtowa wielko$¢ lub jest go mnie;j.
Dystrofina jest gléwnym skladnikiem
kompleksu biatek laczacego cytoszkielet
widkna migsniowego ze skladnikami ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej (kompleks
DGC). Brak funkcjonalnej dystrofiny po-
woduje wywolane skurczem uszkodzenia
widkien mie$niowych. Sarkolemma wil6-
kien migsni dystroficznych charakteryzuje

si¢ brakiem wytrzymalosci na naprezenia,
co prowadzi do jej uszkodzen, a co za tym
idzie martwicy i spadku masy mig$niowej.
Ponadto sugeruje sig, iz w dystroficznych
mieéniach dochodzi do zmian konforma-
cyjnych w kanatach jonowych, co prowadzi
do zwiekszenia zawarto$ci wewnatrzko-
moérkowego poziomu wapnia.

Od ponad 40 lat podejmowane sa licz-
ne proby terapii tej grupy choréb o ztozo-
nej etiologii®. Stosowanych jest kilka stra-
tegii farmakologicznych z wykorzysta-
niem inhibitoréw proteaz i lekéw, ktére
wplywaja na metabolizm bialek i lipidéw.
Duze nadzieje wiaze si¢ z terapia genowa,
czyli wprowadzeniem do wlékien mig$nio-
wych genu o prawidlowej budowie"> .
Potencjalng metoda leczenia moze by¢
réwniez transplantacja ,,zdrowych” komé-
rek. Komorki satelitowe byly stosowane
do przeszczepéw w preklinicznych bada-
niach w latach 80. Jednakze uzyskiwane
rezultaty nie byty zadowalajace, ze wzgle-
du na niska przezywalno$¢ komorek, ich
ograniczong zdolnos$¢ do migracji i wyso-
ka immunogennos¢. Od kilku lat prowa-
dzone sa badania z wykorzystaniem ko-
moérek macierzystych o réznym pocho-
dzeniu w terapii dystrofii mig§niowych na
modelach zwierzecych®*". Jednym z naj-
bardziej obiecujacych doniesienl ostatnich
lat sa prace zespolu Giulio Cossu"”, ktéry
w 2006 roku opublikowal wyniki badan
nad zastosowaniem mezangioblastow
w leczeniu dystrofii mi¢sniowych. Zdol-

54,17

noé¢ do przywracania ekspresji dystrofiny
przez mezangioblasty badano u pséw rasy
golden retriever, u ktérych wykryto muta-
¢je w genie kodujacym dystrofing (golden
retriever muscular dystrophy — GRMD).
Analizowano dwie populacje komérek: 1)
mezangioblasty pobrane od zdrowych
psoéw rasy golden retriever oraz 2) mezan-
gioblasty pochodzace od pséw GRMD,
zmodyfikowane genetycznie (transfekcja
z zastosowaniem wiruséw niosacych gen
ludzkiej mikrodystrofiny). Komorki
wstrzykiwano do krwioobiegu, a nastgp-
nie analizowano ich wplyw na funkcje
mieéni szkieletowych pséw. Wykazano, iz
transplantacja mezangioblastéw powodu-
je wydluzenie (w stosunku do grupy kon-
trolnej) czasu zycia chorych na GRMD
pséw. Ponadto komoérki pochodzace od

zdrowych pséw spowodowaly przywréce-
nie funkeji mie$ni u wigkszosci badanych
w tej grupie pséw. Transplantacja mezan-
gioblastow wplynela na przywrécenie eks-
presji dystrofiny nie tylko w migéniach
koniczyn tylnych, ale réwniez w innych
miesniach (np. w przeponie). Podanie do
krwioobiegu wlasnych zmodyfikowanych
genetycznie komoérek nie spowodowato
przywrécenia funkcji migéni pséw cho-
rych na GRMD. Mezangioblasty to ko-
morki macierzyste zwiazane z naczynia-
mi. Uzyskane przez Cossu i wsp. wyniki
kwalifikuja mezangioblasty jako poten-
cjalne Zrédto komorek w terapii dystrofii
mig¢$niowej Duchenne’a.
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Nowa generacja miedzynarodowego programu
zapewniania jakosci w laboratoriach diagnostycznych

CZYM JEST PROGRAM QCS?

Program kontroli jakosci QCS (Quality
Control Service) to program stuzacy za-
pewnieniu odpowiedniej (wysokiej) jako-
$ci badan laboratoryjnych w laborato-
riach diagnostycznych, ktéry cieszy si¢
uznaniem w wielu krajach. Laczy on w so-
bie cechy wewnatrzlaboratoryjnej (Inter-
nal Quality Control, IQC) z miedzylabora-
toryjna Kontrola Jakosci (External Quali-
ty Assurance, EQA). Skupia si¢ na codzien-
nej kontroli jakosci.

Raporty statystyczne dotyczace oceny
opracowywane sg co miesigc. Laboratoria
przesylaja wyniki swej kontroli poczta
elektroniczng lub na dyskietkach do Nie-
miec. Przyjmowane sg takze arkusze da-
nych QCS. Po przeanalizowaniu przesta-
nych danych kazde laboratorium otrzy-
muje raport zawierajacy indywidualne ze-
stawienia statystyczne wilasnych wynikéw
w poréwnaniu z zestawieniami statystycz-
nymi calej grupy.

Akredytacja odgrywa obecnie coraz
wazniejszg role w wielu krajach. Dlatego

tez udokumentowanie wynikéw kontroli
jakosci w laboratorium na przestrzeni
czasu jest bardzo wazne. Mozna w tym ce-
lu wykorzysta¢ system QCS.

Programem kontroli objete sa parame-
try z dziedziny chemii klinicznej, bialek
specyficznych, immunochemii, terapii
monitorowanej i koagulologii.

ZALETY

e Jasne, zwiezle i latwe do zrozumienia
aplikacje i oceny.

e Kroétki czas przesytania danych, wyko-
nywania obliczen statystycznych, dru-
kowania oraz przygotowywania wyni-
kéw w celu ich wystania do uczestnika
programu QCS. Czas ten nie przekracza
zwykle 1—4 dni, nie liczac czasu przesyt-
ki pocztowe;j.

e Mozliwo§¢ komunikacji przy uzyciu In-
ternetu, co oznacza przesylanie wyni-
kéw i szybki przeglad opracowan staty-
stycznych QCS zwykle juz nastgpnego
dnia, istnieje takze mozliwo$¢ bezpo-
§redniego drukowania raportéw z in-

ternetu z wykorzystaniem aplikacji
QCS Net. Odbiér danych nadestanych
poczta elektroniczna ma miejsce od po-
niedzialku do piatku do godziny 19:00
czasu Srodkowoeuropejskiego wlacznie.
Nie jest wymagany nieprzekraczalny
termin wplywu danych. Dane mozna
przesta¢ w dowolnym czasie.
Zastosowanie bardzo wygodnego i nie-
zaleznego programu EASY 4 pod syste-
mem operacyjnym Windows w celu za-
rzadzania danymi dla potrzeb we-
wnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci
(Internal Quality Control, IQC) oraz
w celu przesylania danych dla potrzeb
miedzylaboratoryjnej kontroli jakosci
(External Quality Assurance, EQA).
Istnieje mozliwoé¢ wykorzystania for-
matu danych QCS w potaczeniu z kom-
puterem gtéwnym, ktory jest podstawa
lokalnego systemu zarzadzania danymi.
Dane QC formatowane sg do pliku tek-
stowego ASCII, ktéry nastepnie zostaje
przesylany poczta elektroniczng lub na
dyskietce do Niemiec.
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e Opracowywanie wynikow obejmuje
ocene aktualnych wynikéw statystycz-
nych laboratoriéw oraz analize grup
poréwnywanych wzgledem siebie.

e Poréwnanie grup ze wzgledu na meto-
de oznaczen.

e Okresem kontrolnym jest rok kalenda-
rZOWY.

e Duza grupa uczestnikéw kontroli za-
pewnia istotne wzajemne poréwnania
statystyczne.

OPROGRAMOWANIE SYSTEMU

QCS EASY

e jest nowoczesne, latwe w obstudze,
oparte na cieszacym si¢ uznaniem
oprogramowaniu EASY II, ktére zain-
stalowano u ponad 1 200 uzytkowni-
kéw w 14 krajach (dane z 2005 r.)

o umozliwia wykorzystanie kontroli chemii
Klinicznej i swoistych biatek (CC/HIA)
oraz immunochemii (Elecsys E1010/
E2010) w ramach jednego programu

o jest aplikacja 32-bitowa

e dziala pod systemem operacyjnym
Windows 98, 2000, NT i XP w jego r6z-
nych wersjach jezykowych

e umozliwia przesylanie danych za po-
moca poczty elektronicznej lub na dys-
kietce w dowolnym czasie

e uwzglednia automatyczna zmiang
mozliwych wartosci podawanych przez
producenta w systemach Elecsys

e sprawia, ze dystrybucja wartosci doce-
lowych dla Elecsys nie jest konieczna,
poniewaz wszelkie istotne informacje
odczytywane sa z kodéw kreskowych

e zawiera zaprogramowane wczesniej
warto$ci podane przez producenta oraz
zakresy dopuszczalne
wchodzacych w sktad kontroli jakosci

parametréow

e umozliwia natychmiastowe dokonywa-
nie obliczen statystycznych i ich doku-
mentacj¢ na miejscu

o dopuszcza samodzielna rejestracje ba-
dan przez pracownikéw laboratorium

e jest poddawane walidacji wedlug zale-
cen firmy Roche Diagnostics.

FORMAT QCS W POLACZENIU

Z KOMPUTEREM GLOWNYM

Celem jest wyodrebnienie danych istot-
nych dla QCS z laboratoryjnego systemu
zarzadzania danymi.

10

e
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Rejestracja testow

W laboratoryjnym systemie zarzadza-
nia danymi nalezy ustawi¢ format pliku
tekstowego ASCIL.

Korzysci ze stosowania:

e Laboratorium moze nadal korzysta¢ ze
swojego systemu zarzadzania danymi.

e Dodatkowe naklady finansowe na
sprzet komputerowy nie sa konieczne.

e Ponowne wpisywanie danych kontroli
jakosci w przypadku uczestnictwa
w programie migdzylaboratoryjnej
kontroli jako$ci nie jest konieczne.

e Dane mozna przesta¢ poczty elektro-
niczna lub na dyskietce w dowolnym
czasie; na podstawie danych tych przy-
gotowywane s3 opracowania statystycz-
ne.

e Laboratorium otrzymuje opracowania
statystyczne tradycyjna poczta i ma
réwniez mozliwo$¢ ich podgladu w in-
ternecie.

OPRACOWANIE STATYSTYCZNE QCS

1. Ocena metody (Method Evaluation)
Wyniki miesiecznej oceny statystycznej
podane sa oddzielnie dla kazdej metody
na arkuszu zatytulowanym ,,Ocena meto-
dy” (Method Evaluation) i sklada si¢ z na-
stepujacych rozdzialow:

a. Rozdzial ,Statystyka miesigczna”
(Monthly Statistics)

W rozdziale tym podano liczbe wynikéw
poddawanych ocenie (n), ich warto$é
$rednia, zakres £2 SD i =3 SD dla labora-
torium uczestniczacego w programie (in-
formacje te wydrukowane sa w wierszu
oznaczonym ,lab”) oraz dla grupy labora-
toriéw pracujacych ta samg metoda (in-
formacje te pojawiaja si¢ w wierszu ,,Gro-

up”). Ponadto w oznaczonej symbolem
A% kolumnie po prawej stronie podany
jest blad wzgledny, tj. odsetek réznicy po-
miedzy wartos$cia S$rednia uzyskana
w 1) laboratorium, 2) grupie laborato-
riéw pracujacych ta sama metoda.

b. Rozdzial ,,Otrzymywane co miesigc da-
ne z laboratorium” (Monthly Lab Data
sent in)

Na cze$¢ te sklada si¢ wydruk wszystkich
przestanych wartosci otrzymanych w la-
boratorium. Zakres warto$ci podanych
przez firme Roche obejmuje £3 SD. Wy-
krzyknik oznacza, ze warto$¢ jest wigksza
niz + 3 SD, ale mniejsza niz 4 SD od war-
toéci podanej przez producenta. Warto$¢
te nadal uwzglednia sie w statystykach la-
boratorium. Jesli warto$¢ wynosi > = 4 SD
od wartosci podanej przez producenta,
zostaje ona oznaczona gwiazdka i nie jest
uwzgledniana w obliczeniach.

¢. Rozdzial ,Analiza trendé6w” (Trend
Analysis)

W rozdziale tym przedstawione sa warto-
§ci $rednie z poszczegdlnych miesiecy
wraz z zakresem * 2 SD w odniesieniu do
$§rednich zbiorczych i ich zakreséw SD.
Badanie to umozliwia rozpoznanie trendu
$redniej miesigcznej lub zmian w precyzji.

2. Arkusz wynikéw z podziatem

na metody (Survey of Methods)

Taka forma przedstawienia wynikow

umozliwia szybkie zorientowanie sig, jak

dane laboratorium wypada na tle innych

pracujacych ta sama metoda dla poszcze-

g6lnych testow.
Arkusz przedstawia:

o blad wzgledny, tj. r6znice miedzy war-
toécia $rednia uzyskana w laboratorium
a wartoécig docelowa dla wszystkich za-
stosowanych metod, przedstawiony za-
réwno w postaci procentu, jak i w for-
mie graficznej

e zakres 2 SD w postaci procentu warto-
$ci $redniej

e poréwnanie tych samych danych uzy-
skanych przez inne laboratoria w danej
grupie metodycznej

e liczbe wynikéw wyslanych przez dane
laboratorium; liczbe wynikéw wysta-
nych przez wszystkie laboratoria pracu-
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jace dana metoda/liczbe laboratoriéw
bioracych udzial w ocenie, co pozwala
na otrzymanie dokladniejszych danych
i zwigksza wiarygodno$¢ otrzymanych

wynikow.

QCS W SIECI INTERNETOWEJ (QCS

NET)

QCS w sieci internetowej umozliwia

uczestnikom po podaniu hasta wglad do

opracowan statystycznych oraz ich wy-
druk.

Strone gléwna QCS odnalez¢ mozna
na stronach internetowych firmy Roche
Diagnostics. Na stronie www.rochedia-
gnostics.com nalezy wybra¢ zakladke
»Products & Services”, ,,Service and Sup-
port”, a nastepnie ,,Quality Control Servi-
ce”. Strona, ktéra si¢ otworzyla to strona
programu QCS. W celu uzyskania szcze-
gotowych informacji na temat logowania
si¢ nalezy skontaktowa¢ sie z przedstawi-
cielem firmy Roche.

Na stronie gtéwnej programu QCS
znalez¢ mozna informacje dotyczace na-
stepujacych zagadnien:

o Arkusz wynikéw uczestnika z podzia-
lem na metody (Customer Method Su-
rvey)

W jego ramach:

— Oceny metod (Method Evaluations)

— Arkusz wynikéw z podziatem na meto-
dy (Survey of Methods) oraz

—Analize trendow w laboratorium
i w grupie (Laboratory/ Group Trend
Analysis) mozna obejrze¢ i wydruko-
wac.

¢ Klucz metodyczny QCS

o Nowoéci dotyczace wartoéci podanych
przez producenta

o Uaktualnienia oprogramowania

o Funkgje informacji zwrotnej

o Instrukcja obstugi

Opracowania statystyczne QCS do-
stepne sa zwykle nastepnego dnia rano

w dniu roboczym pod warunkiem, ze wy-

niki kontroli przestano poczta elektro-

niczna.

ANALIZA TRENDOW W PROGRAMIE
Qcs

Program QCS umozliwia r6znego rodzaju
prezentacje statystyczna wynikéw. Istotna
jest funkcja monitorowania uzyskiwanych
w laboratorium wynikéw dotyczacych
precyzji i dokladnosci.

Analiza trendéw (Trend Analysis)
omoéwiona w czeéci nt. Opracowan staty-
stycznych QCS (QCS Statistical Reports)
przedstawia wyniki uzyskiwane przez da-
ne laboratorium metoda po metodzie.

Jedna z najbardziej przydatnych funk-
¢ji jest analiza trendéw w grupie (Group
Trend Analysis, GTA) umozliwiajaca
przedstawienie wynikéw uzyskanych
przez dane laboratorium na tle wynikéw

grupy laboratoriéw. Wyniki tu przedsta-
wione obejrze¢ moga uzytkownicy QCS
Net. Poréwnanie wynikéw pozwala zaob-
serwowac wszelkie trendy w ciagu miesia-
ca, jakie moga stanowi¢ podstawe do roz-
wigzania probleméw.

PROCEDURA REJESTRACJI W PRO-
GRAMIE QCS
Przystapienie do programu QCS
Laboratoria, ktére chca wzia¢ udzial
w programie QCS powinny wypetni¢ nie-
zbedny formularz rejestracyjny.
Zalecamy wypelnienie formularza
w obecnosci przedstawiciela firmy Roche.

Rejestracja metod

Rejestracji metod na oddzielnym formu-
larzu nalezy dokona¢ wyltacznie w przy-
padku stosowania papierowej formy ar-
kusza danych. Kody metod umieszczone
sa w kluczu metodycznym QCS. Uczestni-
cy wykorzystujacy QCS EASY 4 rejestruja
si¢ bezposrednio w programie.

SZCZEGOLY TECHNICZNE

Wymagania ogodlne

Okres jednego roku jest najbardziej wia-
$ciwym dla kontroli dlugofalowej.
Uwzgledniajac ten fakt, program kontrol-
ny oparty jest na cyklu jednorocznym,
obejmujacym miesigce od stycznia do
grudnia.

Aby zapewni¢ uzycie tych samych serii
surowic kontrolnych laboratoria uczestni-
czace w programie QCS powinny zama-
wiaé serie charakterystyczna dla danego
okresu kontrolnego w ramach programu
QCs.

Dostepne surowice kontrolne:

e Precinorm U

e Precipath U

e Precinorm'L

e Precipath L

e Precinorm P

e Precipath P

e Precinorm HbAlc
o Precipath HbAlc

e Precinorm CK-MB
e Precipath CK-MB
e TDM Control

e Precipath HDL/LDL
e PreciClot I

e PreciClot II
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o PreciControl Universal
PreciControl Cardiac
PreciControl Troponin T
PreciControl Tumor Marker

Po otrzymaniu formularzy rejestracyj-
nych dane zostaja wprowadzone do gléw-
nej bazy danych QCS. Laboratoria wyko-
rzystujace programy QCS EASY 4 otrzy-

muja kod adresu oraz numer PIN od
przedstawiciela firmy Roche i moga od ra-
zu rozpocza¢ prace z programem kompu-
terowym.

Uczestnicy wykorzystujacy formularze
papierowe otrzymaja réwniez kod adresu
oraz co miesiac bedg otrzymywac arkusze
dla kazdej zarejestrowanej metody.

Procedura miesigczna
W trakcie miesiaca dane wprowadzane sa
elektronicznie do systemu QCS EASY 4
lub uzupelniane sa na formularzach pa-
pierowych. Po zamknigciu miesiaca pliki
danych programu QCS EASY 4 przesyla-
ne sa do Niemiec poczta elektroniczng na
specjalny adres e-mail QCS lub na dys-
kietce w specjalnie do tego celu zaadreso-
wanej kopercie (dostarczonej przez firme
Roche). Arkusze danych w formie papie-
rowej przesylane sa w specjalnie zaadreso-
wanej kopercie do Niemiec. Prosimy
zwrdci¢ uwage, aby karta kontrolna pozo-
stala w laboratorium.

Przetwarzanie danych odbywa si¢
zgodnie z zasada ,,kto pierwszy ten lepszy”

— czyli im wczeéniej arkusze danych zosta-
na przeslane, tym szybciej odestane beda
raporty z opracowanymi wynikami. Nie
istnieje ostateczny termin, przed uptywem
ktérego nalezy przysyta¢ wartosci kontro-
Ine. Oznacza to, ze im szybciej warto$ci
kontrolne dotra do Niemiec, tym szybciej
opracowania statystyczne beda dostepne.
Przetwarzanie danych (wprowadzanie da-
nych, obliczenia statystyczne, drukowanie
oraz przygotowywanie opracowan staty-
stycznych do wysylki) zajmuje zwykle od
jednego do czterech dni roboczych!

Laboratoria otrzymuja co miesigc
opracowania statystyczne QCS zawieraja-
ce ocene metody (Method Evaluation)
i arkusz wynikéw z podzialem na metody
(Survey of Methods).

Dostarczanie surowic kontrolnych

W celu zapewnienia plynnosci funkcjo-
nowania przez caly okres trwania cyklu
kontrolnego, kazde laboratorium powin-
no dokonaé¢ mozliwie jak najdokiadniej-
szej oceny liczby niezbednych surowic
kontrolnych.

Po rozpoczeciu cyklu kontrolnego nie
ma gwarancji dalszych dostaw prébek
kontrolnych dla programu QCS.

Kazda liczba surowic kontrolnych po-
zostajaca po zakonczeniu cyklu kontrol-
nego nie moze by¢ juz wykorzystywana
dla kolejnego cyklu z powodu zmiany se-
rii surowicy kontrolne;.

Poufnos¢é danych
Dane poszczegblnych laboratoriéw trakto-
wane sg przez glownego organizatora z za-
chowaniem zasady $cistej poufnosci, a osoby
majace dostep do danych zostaly pouczone
odnoénie sposobu postepowania z nimi.
Laboratoria aktywnie uczestniczace
w naszym programie QCS otrzymuja
Certyfikat Uczestnictwa w Programie
QCS (QCS Certificate).

' PRECINORM, PRECIPATH, PRECICLOT

1 ELECSYS s znakami towarowymi firmy Roche.

Certificate
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Certyfikat uczestnictwa

COBAS i LIFE NEEDS ANSWERS sa
znakami towarowymi nalezacymi do Roche
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