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NT-proBNP:
Test laboratoryjny rozpoznajacy

z duzym prawdopodobienstwem
niewydolnos¢ miesnia sercowego

Szanowni Paristwo,

Oddajac w Panistwa rece 18 numer ,,LabForum” chcialbym zwr6ci¢ uwage na migdzyna-
rodowa kampanie edukacyjna skierowang do lekarzy, po§wiecong nowoczesnemu para-
metrowi diagnostyki uszkodzen migs$nia sercowego, jakim jest NT-proBNP, o ktérym
wspominali§my na tamach naszego kwartalnika juz niejednokrotnie.

Peptyd natriuretyczny typu-B jest wydzielany w komorach serca w odpowiedzi na
rozciaganie mig$nia sercowego wywolane jego nadmiernym obciazeniem. We krwi moz-
na stwierdzi¢ obecno$¢ miedzy innymi N-koncowych fragmentéw prohormonu. Pod-
wyzszone stezenie NT-proBNP jest zwigzane z obnizeniem sprawnoéci funkcji migénia
sercowego, a wartosci znajdujace si¢ w zakresie prawidlowym maja bardzo wysoka
ujemna warto§¢ predykcyjna (bliska 100%) wykluczajac z duzym prawdopodobien-
stwem jego dysfunkcje. Wartos¢ NT-proBNP wykazuje korelacje z zaawansowaniem
choréb serca i dlatego moze takze mie¢ znaczenie prognostyczne, pozwalajac na straty-
fikacje ryzyka pacjentéw z przewlekla niewydolnoscia serca i ostrym zespolem wienico-
wym. Ponadto wartosci NT-proBNP moga by¢ réwniez wykorzystane do optymalizacji
terapii.

Jednocze$nie pragne poinformowadé, ze test diagnostyczny naszej firmy — Elecsys”
ProBNP — zostat zatwierdzony przez FDA (Food and Drug Administration) do stosowania
nie tylko w diagnostyce niewydolnosci mig$nia sercowego, ale réwniez do oceny ryzyka
w ostrych zespolach wienicowych (ACS) oraz zastoinowej niewydolnosci serca (CHF).
Test ten szybko i z duza precyzja oznacza poziom NT-proBNP w surowicy i osoczu, od-
powiadajac potrzebom klinicznym. Dlatego tez polecajac uwadze jego zalety liczg, iz za-
rekomenduja go Panistwo do szerokiego stosowania w rutynowym procesie diagnostycz-
nym.

Z powazaniem,

Andrzej Banaszkiewicz

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

Nasz adres:

Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0.; tel. 0-22/531 48 45
faks 0-22/531 48 53
tel. 0-22/531 48 30-35

faks 0-22/531 48 37

serwis:
Centrum Biurowe ,,Klif”

ul. Okopowa 58/72, 01-042 Warszawa dzial zaméwien:
tel. 0-22/531 48 00
faks 0-22/531 48 22

centrala:
internet: www.rochediagnostics.pl



marzec 2004

LabForum

Terapeutyczne monitorowanie lekow, cz. |

Bogdan Solnica, Katedra Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum UJ, Krakéw

Terapeutyczne monitorowanie lekéw
(TML) (Therapeutic Drug Monitoring,
TDM) mozna zdefiniowa¢ jako wykorzy-
stywanie stezen lekéw oznaczanych we krwi
do tworzenia, realizacji i kontroli skutecz-
nych i bezpiecznych schematéw farmako-
terapii. Teoretyczne podstawy dla TML
stworzyla farmakokinetyka, nauka bada-
jaca przebieg w czasie (kinetyke) proce-
séw, jakim podlega wprowadzony do or-
ganizmu lek. Substancja lecznicza ulega
najpierw uwolnieniu z formulacji farma-
ceutycznej (tabletka, zawiesina i in.)
i wchlonigciu z miejsca podania. Nastep-
nie, po dostaniu si¢ do krwi, czasteczki le-
ku wiaza sie z bialkami przeno$nikowymi
w stopniu bedacym wlasnoscig leku, za-
leznym réwniez od stanu bialek osocza.
Wolna frakcja leku ulega dystrybucji
w tkankach organizmu, docierajac tez do
miejsca swojego dzialania. Ostatecznie lek
ulega eliminacji droga metabolizmu wa-
trobowego i/lub wydalania przez nerki.
Oznaczanie stezenia leku we krwi daje
wglad w $rodkowy etap jego przemian
w organizmie i pozwala na oszacowanie
kinetyki tych proceséw (Rys. 1). U pod-
staw TML lezy zatem zalozenie, ze istnieje
istotna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem le-
ku oznaczanym we krwi a efektem farma-
kologicznym, i jest ona silniejsza od zalez-
no$ci pomiedzy dawka leku a efektem je-
go dzialania.

Zadaniem TML jest zwigkszenie sku-
tecznosci i bezpieczenstwa farmakoterapii
oraz obnizenie jej globalnych kosztéw. Te
ostatnie obejmuja réwniez koszty niesku-
tecznego leczenia i koszty leczenia zatrué
lekiem. Osiagniecie tych celéw wymaga
optymalizacji postgpowania w zakresie:

e doboru lekéw, ktorych stezenie ma by¢
monitorowane z uwzglednieniem kry-
teriéw spelnianych przez leki oraz po-
trzeb uzytkownikéw wynikéw;

e klinicznych wskazan do podejmowania
TML;

e standaryzagji fazy przedanalitycznej;

e wyboru metody oznaczania stezenia le-
kéw, stosownej do potrzeb, spetniajacej
standardy jakosci analitycznej;

o wiaSciwej interpretacji i wykorzystania
wynikéw oznaczen.

Podstawowym kryterium warunkuja-
cym przydatno$¢ monitorowania stezenia
leku jest udowodniony zwiazek pomiedzy
stezeniem leku we krwi, jego stezeniem
w tkankach i efektem farmakologicznym.
Wykazanie takiego zwiazku umozliwia
okreslenie zakres6w terapeutycznych
i toksycznych stezen leku we krwi. Leki,
ktérych stezenie jest monitorowane cha-
rakteryzuja si¢ odwracalnoscia efektu far-
makologicznego. Oznacza to, ze lek dziala
tak diugo, jak dlugo mozna wykry¢ jego
obecnos$¢ we krwi. Cechg tych lekéw jest
takze niski wskaznik terapeutyczny, co
oznacza, ze dawka leku zapewniajaca
dzialanie lecznicze jest zblizona do dawki
mogacej wywolaé objawy toksyczne.
O przydatnos$ci TML decyduje tez znacz-
na miedzyosobnicza zmienno$¢ farmako-
kinetyki lub farmakokinetyka nieliniowa.
Kolejnym kryterium jest charakterystyka

dziatan toksycznych leku, szczegélnie gdy
sg one trwale lub bezpos$rednio zagrazaja-
ce zyciu oraz gdy ich objawy sa podobne
do objawéw choroby leczonej danym le-
kiem. Bardzo istotny jest wreszcie brak
jednoznacznych wskaznikéw skutecznego

dzialania, jak np. w przypadku lekéw
przeciwarytmicznych lub immunosupre-
syjnych. Kryteria te spelniane sa przez sto-
sunkowo niewielka liczbe lekéw, w przy-
padku ktérych monitorowanie ich steze-
nia we krwi jest uzasadnione i przydatne
w praktyce klinicznej (Tab. 1).
Racjonalne wykorzystanie TML wyma-
ga podejmowania go wylacznie w obec-
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Rys. 1. Schemat przemian leku w organizmie. Rola TML jako Zrédta informacji o prowadzonej farmakoterapii
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Tabela 1. Zakresy stezen terapeutycznych i biologiczne okresy péttrwania monitorowanych lekéw.

Lek Zakres stezen terapeutycznych Okres péttrwania (Sredni, godz.)*
Leki nasercowe

Digoksyna 0,5-1,2 ng/ml 40
Digitoksyna 10-25 ng/ml 150
Leki przeciwarytmiczne

Chinidyna 2-5 pg/ml 6
Lidokaina 1,5-5 pg/ml 2
Dyzopiramid 2-5 pg/ml 7
Prokainamid 4-10 pg/ml 4
N-acetyloprokainamid 620 pg/ml 8
Amiodaron 1-2,5 pg/ml 70 dni

Leki rozszerzajace oskrzela
Teofilina

8-20 pg/ml (dorosli)
6-11 pg/ml (wczesniaki)

7 (dorosdli)
30 (wczesniaki)

Leki przeciwpadaczkowe

Fenytoina 10-20 pg/ml Farmakokinetyka nieliniowa
Karbamazepina 4-10 pg/ml 17
Kwas walproinowy 50-100 pg/ml 14
Fenobarbital 10—40 pg/ml 80
Prymidon 5-15 pg/ml 14
Antybiotyki
Gentamycyna Maks. 5-10 pg/ml 2
Min. <2 pg/ml
Tobramycyna Maks. 5-10 pg/ml 2
Min. <2 pg/ml
Amikacyna Maks. 20-30 pig/ml 2
Min. <5 pg/ml
Netylmycyna Maks. 5-12 pg/ml 2
Min. <3 pg/ml
Wankomycyna Maks. 20—40 pg/ml 7
Min. 5-10 pg/ml
Leki cytostatyczne
Metotreksat** <10 pmol/L po 24 godz.
<0,5-1 pumol/L po 48 godz.
<0,05-0,1 pmol/L po 72 godz.
Leki immunosupresyjne
Cyklosporyna A 100-300 ng/ml 7
Tacrolimus 10-20 ng/ml 30
Leki przeciwdepresyjne
Lit 0,3—1,3 mmol/L 24

* Przy prawidlowej czynnosci watroby i nerek.

** Progowe (krytyczne) stezenia metotreksatu po zakornczeniu wlewu dozylnego.

Maks. — maksymalne ste¢zenie w przedziale dawkowania, prébka pobrana 0,5 do 1 godz. po podaniu leku.
Min. — minimalne stezenie w przedziale dawkowania, prébka pobrana bezpo$rednio przed podaniem kolejnej dawki leku.

no$ci wskazan Kklinicznych. Optymalny
efekt terapeutyczny u wielu chorych
uzyskuje si¢ stosujac standardowe sche-
maty dawkowania, dostosowane do popu-
lacyjnych wartoéci parametréw farmako-
kinetycznych opisujacych przemiany leku
w organizmie. Uog6lniajac mozna stwier-
dzi¢, ze wskazania do TML dotycza cho-
rych, u ktérych dawkowanie leku musi
by¢ dobrane indywidualnie. Wskazania te
moga sie pojawic juz w trakcie stosowania

leku, jak brak oczekiwanego efektu te-
rapeutycznego pomimo podawania leku
w standardowych dawkach lub wystapie-
nie objawéw wskazujacych na toksyczne
dzialanie leku. Inne wskazania do TML
mozna okresli¢ a priori jeszcze przed roz-
poczeciem leczenia. Nalezg do nich scho-
rzenia narzadéw odpowiedzialnych za eli-
minacje leku (nerki, watroba). W takim
przypadku mozna oczekiwaé zwolnionej
eliminacji leku, co wiaze si¢ z ryzykiem je-

go kumulacji w organizmie i zatrucia. Na-
lezy wtedy odpowiednio zmodyfikowa¢é
dawkowanie leku i monitorowac jego ste-
zenie we krwi. Innym wskazaniem do
TML sa interakeje z innymi lekami w fazie
farmakokinetycznej (wplyw jednych le-
kéw na wchlanianie lub eliminacje in-
nych). Np. lek przeciwarytmiczny, amio-
daron, podany choremu zazywajacemu
digoksyne powoduje zwolnienie jej elimi-
nacji i zwigkszenie stezenia we krwi, co
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réwniez wymaga modyfikacji dawkowa-
nia pod kontrola ste¢zenia leku. Liste kli-
nicznych wskazain do TML zamyka brak
wiarygodnych informacji o weze$niejszym
zazywaniu leku, albo podejrzenie braku
wspOlpracy pacjenta (noncompliance),
szczegblnie w leczeniu ambulatoryjnym.
Stezenie lekéw oznacza si¢ w surowicy
lub osoczu krwi zylnej (heparyna, EDTA).
Cyklosporyne A i tacrolimus oznacza si¢
w pelnej krwi zylnej pobranej na EDTA.
Najczestszym bledem przedlaboratoryj-
nym w TML jest niewlaéciwy czas pobie-
rania probek krwi. Powinien on by¢ do-
stosowany do schematu dawkowania leku.
Monitorowanie stezenia leku powinno si¢
rozpoczyna¢ dopiero po osiagnieciu stanu
stacjonarnego (steady state). W stanie sta-
cjonarnym stezenia leku we krwi i w tkan-
kach koreluja ze sobg najlepiej, a stezenia
leku we krwi oznaczone w tych samych
punktach czasowych przedzialu dawko-
wania powinny by¢ takie same (uwzgled-
niajac zmienno$¢ analityczna). Wtedy
mozna zatem oczekiwaé najsilniejszego
zwiazku miedzy stezeniem leku we krwi
i efektem farmakologicznym. Stan stacjo-
narny jest osiagany po uplywie czasu row-
nego 4-5 biologicznym okresom poéttrwa-
nia leku (Tab. 1). Zgodnie z tym np. mo-
nitorowanie stezenia digoksyny powinno
si¢ rozpoczyna¢ w drugim tygodniu lecze-
nia, a netylmycyny — juz w drugiej dobie.
Stezenia leku oznaczane przed osiagnie-
ciem stanu stacjonarnego sa zwykle ni-
skie, co moze prowadzi¢ do blednej inter-
pretacji wynikow i nieadekwatnej modyfi-
kacji dawkowania. Probki krwi powinny
by¢ ponadto pobierane po zakonczeniu
wchlaniania i dystrybucji w tkankach po-
przedniej dawki leku. Stezenia leku ozna-
czane w czasie jego wchlaniania sa zwykle
wysokie, ale nie odzwierciedlaja jego ste-
zenia w tkankach. Wyniki takich oznaczen
moga réwniez by¢ Zle interpretowane
i by¢ przyczyna zmniejszenia dawek leku
lub nawet odstawienia go. Przyjeto ogol-
nie, ze dla wiekszosci lekéw oznacza sie
ich minimalne stezenie w przedziale daw-
kowania (trough concentration), pobiera-
jac probki krwi bezposrednio przed poda-
niem kolejnej dawki leku. Niekiedy istnie-
je potrzeba oznaczenia st¢zenia maksy-
malnego (peak concentration). Czas po-

iy

brania prébki krwi jest wtedy zalezny od
formulacji farmaceutycznej leku i drogi
jego podania. W przypadku monitorowa-
nia stezenia cyklosporyny A oznacza si¢
jej stezenie réwniez w 2 i 4 godzinie po
podaniu.

Leki wystepuja we krwi w stezeniach
rzedu pg/L do mg/L. Sa one oznaczane
przy uzyciu metod chromatograficznych
i immunochemicznych. Z metod chroma-
tograficznych zastosowanie w TML znaj-
duje chromatografia gazowa z ciekly faza
stacjonarng (GLC) oraz wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC). Dzigki
automatyzacji metod chromatograficz-
nych moga one by¢ stosowane nie tylko
w placéwkach naukowo-badawczych lecz
réwniez w laboratoriach diagnostycznych.
Najszersze zastosowanie w TML maja jed-
nak nieizotopowe homogenne metody
immunochemiczne — enzymoimmunolo-
giczne (EMIT, MEIA), immunofluore-
scencyjne (FIA), immunofluorescencyj-
no-polaryzacyjne (FPIA), immunolumi-
nometryczne (LIA), immunoturbidyme-
tryczne i in. Dopuszczalna zmiennosé
analityczna w TML jest wigzana z zakresa-
mi stezen terapeutycznych poszczegdl-
nych
wspolczynnika zmiennoéci nieprecyzji
wynosza w zaleznoéci od leku i przyjetych
kryteriéw od 0,6% do 11,5%. Przy uzyciu
powszechnie stosowanych metod immu-
nochemicznych oznacza si¢ catkowite ste-

lekéw. Akceptowalne wartosci

zenie leku we krwi. W przypadku lekéw
o wysokim stopniu wigzania z biatkami
przeno$nikowymi (np. fenytoina, kwas
walproinowy) przydatne moze by¢ ozna-
czanie stezenia wolnej frakcji leku we
krwi. Jesli bowiem z jakiegokolwiek powodu
stopien wiazania czasteczek leku z biatka-
mi zmniejszy si¢ np. z 98% do 96%, to ste-
zenie wolnej frakcji leku podwoi si¢. Mo-
ze to by¢ przyczyna wystapienia objawow

toksycznych przy prawidlowym (terapeu-
tycznym) calkowitym stezeniu leku we
krwi. Ze wzgledu na trudnosci metodycz-
ne oznaczenia wolnej frakeji leku, nie sa
jednak szeroko dostepne w laboratoriach
diagnostycznych.

Istotnym problemem analitycznym
w TML jest wystepowanie metabolitow
lekéw, ktére moga miec strukture mniej
lub bardziej zblizona do substancji macie-
rzystej oraz zachowywa¢ w mniejszym lub
wigkszym stopniu jego aktywnos¢ farma-
kologiczna. Np. sposréd kilkunastu meta-
bolitéw cyklosporyny A niektére z nich
zachowuja aktywno$¢ immunosupresyj-
na. Przeciwciala przeciwko czasteczkom
lekéw stosowane w metodach immuno-
chemicznych moga wykazywa¢ krzyzowa
reaktywno$¢ z ich metabolitami. Iloscio-
we oznaczanie niektérych metabolitéw
wymaga stworzenia odrebnej metody im-
munochemicznej (np. do oznaczania
N-acetyloprokainamidu lub MEGX — me-
tabolitu lidokainy) lub postugiwania si¢
metodami chromatograficznymi.

cd. w nastgpnym numerze
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Biatko C-reaktywne - zastosowane w prewenc;ji
i leczeniu chordéb naczyniowo-sercowych, cz. |

Wiestaw Piechota, Wiktor Piechota, Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej i Klinika Choréb
Wewnetrznych i Kardiologii Wojskowego Instytutu Medycznego w Warszawie

cd. z poprzedniego numeru

Wybrane aspekty analityczne
Najczgsciej stosowanymi dzisiaj ruty-
nowymi metodami do oznaczenn CRP sa
metody immunoturbidymetryczne lub
immunonefelometryczne ze wzmocnie-
niem lateksowym w celu zwigkszenia czu-
tosci. Istnieja réwniez czulte metody
ELISA i RIA (rzadko dzi§ wykorzystywana
do oznaczania CRP), w ktdrych czulos¢
jest rzedu 0,2 mg/L. Metody legitymujace
sie taka czulo$cia nazywamy metodami
o wysokiej czulosci (high sensitivity).
Dawniej, kiedy wykorzystywano CRP jako
biatko ostrej fazy, w ktérym stezenia
wzrastaly od kilku do 1000 razy, czulo§é
nie byla parametrem krytycznym. Czu-
tos¢ analityczna nabrala znaczenia w mo-
mencie stwierdzenia przydatnoéci stezen
CRP nie wyzszych niz 10 mg/L do okresla-
nia prawdopodobiefistwa przysztych incy-
dentéw sercowo-naczyniowych.
Istnieja dzisiaj takze metody o podwyz-
szonej czulosci (ale nie ultraczule), ktére
moga jednak wykazywaé przydatnoé¢ do
prognozowania ryzyka choréb ukladu
krazenia. Przykladem takiej metody moze
by¢ immunoturbidymetryczna metoda
oznaczania CRP za pomoca analizatora
COBAS Integra firmy Roche o nominal-
nej czulosci 0,7 mg/L. Przydatnos$¢ takich
metod zalezy w gléwnej mierze od precy-
zji oznaczen stezen stanowiacych punkty
odciecia dla zwigkszonego ryzyka.
Postanowilismy okresli¢ precyzje po-
miaréw CRP za pomoca analizatora
COBAS Integra 800 na poziomie stezen
zblizonych do opisanych wcze$niej po-
zioméw ryzyka, tj. pomiedzy 1 i 3 mg/L.
Ponadto okreglilismy stopien korelacji
oznaczenn CRP uzyskanych za pomoca
analizatora COBAS Integra i oznaczen
otrzymanych przy wykorzystaniu meto-

dy o wysokiej czulosci i nefelometru fir-
my DADE-Behring. Precyzje okre$lono
stosujac zmodyfikowany schemat NCCLS
i wykorzystujac trzy probki od pacjentéw
(takie, ktére pobrano w odpowiedniej
objetosci i z odpowiednimi stezeniami
CRP) i jedna komercyjna prébke kontrolna.
W kazdej prébce oznaczano codziennie
CRP czterokrotnie przez 5 dni uzyskujac
po 20 pomiaréw. Wyniki zestawiono
w tabeli 2. Badania korelacyjne dwoch
metod wykonano oznaczajac CRP w préob-
kach 110 pacjentéw, u ktérych nie prze-
kraczalo ono 5 mg/L.

oceny ryzyka incydentéw sercowo-naczy-
niowych.

Jeszcze bardziej utwierdza w tym przeko-
naniu praktycznie idealna korelacja wyni-
kéw oznaczent CRP z oznaczeniami hsCRP
(high sensitivity— o wysokiej czutosci) przed-
stawiona na rycinie 4. O znakomitej zgodno-
$ci obu metod $wiadczy zaré6wno wsp6l-
czynnik korelacji (w zaokragleniu r = 0,99),
jak i wspdlczynnik kierunkowy prostej re-
gresji bliski jednosci. Ponadto wydaje sie, ze
deklarowana czulo$¢ testu CRP firmy Roche
zostala niedoszacowana i jest w rzeczywisto-
§ci lepsza, co nalezaloby jeszcze sprawdzi¢

Tabela 2. Precyzja oznaczenn CRP za pomoca analizatora COBAS Integra 800 firmy Roche

Materiat Srednie stezenie Odchylenie Wspétczynnik
mg/L standardowe zmiennosci (%)
Surowica pacjenta 1 1,26 0,095 7,5
Surowica pacjenta 2 2,81 0,083 3,0
Surowica pacjenta 3 3,80 0,101 2,6
Surowica kontrolna 2,98 0,155 5,2

Precyzja oznaczen przy st¢zeniu w po-
blizu 1 mg/L wynosi 7,5%, a dla stezen
w poblizu punktu odcigcia 3 mg/L od 3%
do 5,2%. Oznacza to, iz precyzja ta jest
bardzo dobra — spelnia lub przekracza
rozmaite kryteria oceny tacznie z klasycz-
nym kryterium Tonksa. Wspdlczynnik
zmienno$ci dla najnizszego st¢zenia wy-
nosi okolo polowy zmiennosci wewnatrz-
osobniczej, a wigc metoda nadaje si¢ réw-
niez do monitorowania zmian CRP za-
chodzacych u okreslonej jednostki w cza-
sie (w tym pod wplywem ewentualnego
leczenia). Wedlug Tietza wspolczesne me-
tody pomiaréw bialek swoistych wystepu-
jacych w niewielkich stezeniach powinny
odznacza¢ si¢ precyzja wyrazona wspol-
czynnikami zmiennosci od 5% do 10%.
Z punktu widzenia potrzeb precyzji test
CRP firmy Roche nadaje si¢ w pelni do

empirycznie. Nadal jeszcze wysoka korelacja
z hsCRP (r = 0,86) utrzymuje si¢ bowiem
dla niskich pozioméw (< 1 mg/L).

Mozna zatem ponad wszelka watpli-
wos¢ stwierdzi¢, ze test CRP wykonywany
za pomoca analizatoréw COBAS Integra
nadaje si¢ do szacowania ryzyka chor6b
sercowo-naczyniowych.
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Podsumowanie

Przewlekle zapalenie o niskiej inten-
sywnosci toczace si¢ w §rédbtonku naczy-
niowym jest jednym z nieodlacznych zja-
wisk w patogenezie miazdzycy. Miarg tego
zjawiska sa umiarkowanie podwyzszone
stezenia CRP (powyzej 75-80 percentyla
rozkladu wartosci stezen w populagji).

CRP jest wskaznikiem prognostycznym
incydentéw sercowych (zawal,
z przyczyn sercowych, restenoza po angio-
plastyce wiencowej i nawracajace incy-
denty niedokrwienne) zaréwno u o0s6b
poczatkowo zdrowych jak i pacjentéw
z choroba wienicowa. Ryzyko to okresla si¢
jako niskie dla stezen CRP ponizej

zgon

Rycina 4. Korelacja wynikdw oznaczeri CRP za pomocg analizatora COBAS Integra oraz hsCRP (DADE-Behring)

Wykr. rozrzutu: CRP Integra Roche vs. hsCRP (DADE-Behring)
hsCRP =-0,2500 + 1,0913 * CRP Integra
Korelacja: r=0,98815

hsCRP (DADE-Behring) (mg/L)
N

CRP (Integra Roche) (mg/L)

Ocena uzytkownika

2 3 4 5
| o 95% p. ufnoscei

1 mg/L, posrednie dla stezen od 1-3
mg/L i wysokie powyzej 3 mg/L. W profi-
laktyce pierwotnej wskazane jest oznacza-
nie CRP przy okazji pomiaru cholesterolu
w celu okreslenia calosciowego profilu ry-
zyka i ewentualnego ustalenia wskazan do
modyfikacji innych czynnikéw ryzyka lub
leczenia statynami.

W profilaktyce wtérnej oznaczanie
CRP ma szczegblne znaczenie w ostrych
zespolach wienicowych, zazwyczaj w pola-
czeniu z troponina, w celu okreélenia ryzy-
ka niekorzystnych powiklan. Jesli troponi-
na jest w normie, a podwyzszone jest jedy-
nie CRP, oznacza to takze wzrost ryzyka.
W ostrych zespolach wieicowych nie
uzgodniono punktu odcigcia, od ktérego
ryzyko wyraznie narasta lecz sugeruje sig,
ze moze to by¢ stezenie 10 mg/L. Nowe za-
stosowania pomiaréw CRP wykraczajg juz
poza ramy tylko kardiologii, np. maja po-
tencjalne znaczenie w prognozowaniu ze-
spolu metabolicznego, a nawet cukrzycy.

Pismiennictwo

1. Silverman L.M., Christenson R.H.:
Aminoacids and proteins. w: Burtis CA.,
Ashwood E.R. (red.): Tietz textbook

of clinical chemistry. W.B. Saunders Company,
Philadelphia, London 1994, 625-734.

Przenos$ne koagulometry CoaguChek"®
przeznaczone do diagnostyki przy t0zku pacjenta

Marian Zembala, Jacek Kaczmarski, Slgskie Centrum Chordéb Serca w Zabrzu

W artykule przedstawiono wlasne doswiad-
czenia prébnej eksploatacji przenosénych ko-
agulometréw z serii CoaguChek® firmy Ro-
che Diagnostics. Ocena uzytkownika zawie-
ra opis koagulometréw z podkresleniem
réznic wystepujacych w poszczegélnych ty-
pach urzadzen oraz wlasne do$wiadczenia
eksploatacyjne od strony laboratoryjnej, jak
1 zastosowan diagnostycznych.

Koagulometry CoaguChek® S oraz
CoaguChek® Pro DM byly sprawdzane
w Slaskim Centrum Choréb Serca w Za-
brzu, na Oddziale Kardiologii oraz na Od-
dziale Intensywnej Opieki Medycznej
przez 3 miesiace. Koagulometry te sa ma-
tymi, podrecznymi i nowoczesnymi anali-
zatorami do oznaczef czasu protrombi-
nowego (PT) wyliczanego (INR), czasu

kaolinowo-kefalinowego (APTT) oraz
aktywowanego czasu krzepnigcia (ACT).
Pomiary, dzigki ocenianym koagulome-
trom, mogg by¢ wykonywane przez samych
pacjentéw w domu, w podrézy, w karetce
pogotowia i na oddziale szpitalnym.

Model CoaguChek® S z paskiem pomia-
rowym o krotkiej kapilarze wiskozymetrycz-
nej jest najprostszym koagulometrem tej ro-
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dziny przeznaczonym tylko do pomiaru PT.
Model Pro to podstawowa wersja koagulo-
metru nowej generacji wyposazonego
w kostke analityczng o dtugiej, bardzo precy-
zyjnej $ciezce wiskozymetrycznej. Model Pro
nie jest nadmiernie wyposazony w elektroni-
ke i zbedne przyciski numeryczne. Najbar-
dziej rozbudowanym modelem jest wersja
Pro DM o uniwersalnym zastosowaniu
w gabinecie lekarza pierwszego kontaktu,
karetce pogotowia, izbie przyje¢, jak i na od-
dziale przy lézku pacjenta podczas wspél-
pracy z siecia komputerows szpitala. Szcze-
gbly dotyczace poszczegblnych modeli zo-
staly przedstawione w tabeli 1.

Wspélne cechy

1. Zastosowania pozalaboratoryjne (np.
samokontrola czy diagnostyka przy 16z-
ku pacjenta).

2. Koagulometry przystosowane sa do po-
miaré6w we krwi pelnej bez stosowania
antykoagulantéw i koagulantéw.

3. Krew pelna moze pochodzi¢ z naklucia
skory (krew wlosniczkowa) lub z po-
brania z zyly za pomoca strzykawki.

4. Koagulometry moga by¢ zasilane z sieci
230V lub baterii.

5. Czas protrombinowy (PT) moze by¢
wyrazany jako warto$¢ w sekundach lub
przeliczany na iloraz wg Quicka oraz
wskaznik INR.

6. Koagulometr CoaguChek® S wyposa-
zony jest w:

— torbe umozliwiajacq transport i prze-
chowywanie,

— zasilacz niskonapieciowy z mozliwo-
$cig stosowania w krajach, w ktérych
obowiazuje inny system zasilania,

— nakluwacz wraz z lancetami,

— instrukeje obstugi,

— baterie w zastosowaniach bezprzewo-
dowych, co pozwala na wykorzystanie
koagulometru w podrézy lub przy
t6zku chorego.

7. Analiza przeprowadzana w koagulome-
trach posiada wspdlne pochodzenie in-
strumentalne. Czas powstawania skrzepu
jest mierzony metoda wiskozymetryczna
w rurce kostki analitycznej (paska).

Instrumentalna procedura analityczna
W koagulometrach CoaguChek® serii
S i Pro firmy Roche zastosowano kostki ana-
lityczne jednorazowego uzytku wyposazone
w kapilare wiskozymetryczng zawierajaca
odpowiednie dla parametru odczynniki
i czasteczki tlenku zelaza. Po wprowadzeniu
kostki do szczeliny pomiarowej koagulome-
tru, program przy pomocy promienia lasera
i reflektometrycznego detektora sprawdza
kinetyke przesuwania si¢ czola stupa krwi
w kapilarze wiskozymetrycznej. Detektor re-
flektancji wykrywa zatrzymanie sie stupa
krwi w kapilarze. W celu poprawienia para-
metréw dynamiki pomiaru proces analitycz-
ny prowadzony jest w temperaturze 37°C
oraz w dwdch strumieniach magnetycznych.

Tabela 1. Wazniejsze parametry koagulometréw rodziny CoaguChek”

CECHY CoaguChek"® S CoaguChek” Pro CoaguChek” Pro DM
Parametry PT PT, APTT i ACT PT, APTT i ACT
Kalibracja U producenta oraz U producenta oraz U producenta oraz
z zastosowaniem kostki | z zastosowaniem kostki | z zastosowaniem kostki
elektronicznej elektronicznej elektronicznej
Kontrola jakosci | Elektroniczna Elektroniczna Elektroniczna
i chemiczna i chemiczna i chemiczna L&]J
Ekran LCD 2 linijki po 20 znakéw | 4 linijki po 20 znakéw | 4 linijki po 20 znakéw
Zarzadzanie X RS 232 jednokierunkowy| RS dwukierunkowy,

do drukarki drukarka zewnetrzna,
skaner kodu kreskowego
ID+
Program zarzadzajacy
Pamie¢ kodow X 150 kodéw 150 kodéw
Pamiec 60 wynikow 30 wynikéw 1000 wynikéw
i kontroli jakosci
Masa < 0,454 kg <0,7 kg <0,7 kg
Objetos¢ probki | (PT) 10 pl/25 pl (APTT, ACT) 45 pl (APTT, ACT) 45 ul

Staty magnes przyciaga czasteczki tlenku ze-
laza, a elektromagnes o czgstotliwosci pulsu
2 Hz miesza probke i poprawia dynamike
przeptywu kapilarnego. Tak wystandaryzo-
wane warunki pozwalaja na uzyskiwanie bar-
dzo dobrych precyzji pomiaru, nawet przy
obstudze nie przeszkolonej laboratoryjnie.
Instrumentalna analiza wiskozymetryczna
jest, po metodach optycznych, najczesciej
stosowana procedura w koagulologii.

Wiasne doswiadczenia

Ocenie poddano zaréwno funkcjonal-
noé¢ koagulometréw, jak i dokladnos¢ po-
miarowa, precyzje w postaci powtarzalnosci
jednoczasowej oraz odtwarzalnoéci w czasie
wielu dni. Badania wykonano z zastosowa-
niem ocenianych koagulometréw w odnie-
sieniu do analizatora koagulologicznego
STA Compact, bedacego na wyposazeniu
Pracowni Krzepnigcia Krwi naszego szpitala.
Czg$¢ pacjentéw poddanych badaniom ana-
litycznym (wartoéci INR), leczona byla ace-
nokumarolem.

Obok przyktadowo przedstawiono
graficzny zapis oceny precyzji w postaci
wykreséw Waltera A. Shewharta w mody-
fikacji Leveya i Jenningsa.

Wyniki oceny odtwarzalnosci przed-
stawiono w tabeli 3.

Wryniki oceny korelacji, w odniesieniu
do analizatora stosowanego w laborato-
rium, przedstawiono w tabeli 4.

Uzyskane wyniki oceny precyzji, w tym
powtarzalno$ci w serii jednoczasowej
i odtwarzalnosci w czasie wielu dni, jak
wynika z tabeli 2 i 3 sq bardzo dobre i po-
réwnywalne w wigkszosci przypadkow
z iloS§ciowymi metodami laboratoryjny-
mi. Jedynie w czterech przypadkach na je-
denascie przekroczony zostal pulap 5%
Wz (wspélczynnika zmiennosci). Wsp6l-
czynniki zmienno$ci w wigkszo$ci przy-
padkow sa lepsze od tych, ktére deklaruje
firma.

Ocena bledu systematycznego, przed-
stawiona w tabeli 2, potwierdza dobra
opini¢ innych autoréw o dokladnosci wy-
nikéw uzyskiwanych przy pomocy ko-
agulometréw CoaguChek® S. We wszyst-
kich seriach kontrolnych (précz ACT-1)
nie przekroczono 5% bledu wzglednego,
a wartoéci wspollczynnikéw skosnosci
i kurtozy wykluczaja istotny wplyw bledu
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asymetrii rozkladéw w poszczegdlnych
seriach pomiarowych na ocen¢ doklad-
nosci.

Dla lepszego zilustrowania stanu pre-
cyzji i dokladnosci przedstawiono graficz-
ny obraz tych parametréw dla PT serii 2, na
zalaczonym wykresie Leveya i Jenningsa.

Podobnie wybiérczo dla APTT przedsta-
wiono graficzny obraz korelacji pomiaréw
wykonanych przy pomocy ocenianych ko-
agulometréw (0§ —y), w odniesieniu do wy-
nikéw uzyskanych z laboratorium (0§ — x).
Szczegblowe dane oceny korelagji dla oce-
nianych parametréow analitycznych przed-
stawiono w tabeli 4. We wszystkich przy-
padkach dostateczna wartos¢ wspotczynni-
ka korelacji ,,r” (> 0,95) byla istotnie r6zna
od zera po sprawdzeniu testem T-Studenta.
Dodatkowa kontrola réznicy $rednich po-
réwnywanych par wynikéw oceny regresji
tylko w ACT nie réznita si¢ istotnie od zera.

Analiza statystyczna stanu pomiarowe-
go koagulometréw wyrazona w niniejszej
ocenie oraz wnioski z badan klinicznych
pokrywaja si¢ z wynikami uzyskanymi
przez dr. Wolfganga Tritsclera, dr. Rainerta
Zerbacka i dr. Winfrieda Plescha podczas
kontroli koagulometréw, ktérej wyniki zo-
staly opublikowane i wydrukowane przez
firme Roche Diagnostics w Niemczech.

Oceniane koagulometry sa propozycja
firmy Roche Diagnostics upraszczajaca
kontrole parametréw hemostazy podczas
leczenia pacjentéw ze wszczepionymi
sztucznymi zastawkami, migotaniem przed-
sionkéw, zakrzepica zylng itp. z zastosowa-
niem doustnych lekéw antykoagulacyjnych.
Parametrem zalecanym do ciaglej kontroli
przy podawaniu tych lekéw jest wskaznik
INR (International Normalized Ratio). War-
to$¢ INR jest jedynym wskaznikiem, ktory
mozna poréwnywacé niezaleznie od miejsca
wykonania badania. Pacjenci z konieczno-
$cia ciaglej kontroli INR skazani byli dotad
na regularne, comiesigczne lub (zaleznie od
potrzeb) czestsze wizyty w laboratorium,
bowiem utrzymanie INR na wlasciwym po-
ziomie zmniejsza mozliwo$¢ powikltan za-
krzepowo-zatorowych i krwotocznych. Fir-
ma Roche Diagnostics proponuje samo-
kontrole za pomocg przeno$nego koagulo-
metru CoaguChek® S, ktéry moze by¢ uzy-
ty w kazdych warunkach poza laborato-
rium, co zabezpiecza pacjenta przed nagty-

Tabela 2. Uzyskane wyniki oceny powtarzalnosci i doktadnosci

Parametr N Xs$r S Skos$nosé Kurtoza BB BW% | Wz%
PT-Q1 10 12,2 0,61 0,91 1,20 0,20 1,66 5,06
INR-Q1 10 1,01 0,07 -0,16 -0,73 0,01 1,00 7,30
PT-Q2 10 21,6 0,26 -0,45 -2,02 0,45 2,12 1,21
INR-Q2 10 3,27 0,04 -1,03 —1,22 -0,03 —0,90 1,47
APTT2Q1 10 55,7 2,10 0,49 —-0,58 0,88 1,60 3,76
APTT1Q2 10 124,8 1,50 -1,36 0,93 5,35 4,50 1,21
PT-laser* 5 12,76 0,16 -1,08 0,53 0,06 0,47 1,31
INR-laser* 5 1,04 0,05 0,60 -3,33 0,04 4,00 5,26
APTT-laser* 5 33,1 0,07 0,00 -1,20 -0,20 —0,60 0,47
ACT-1 10 137,3 2,49 -1,13 1,05 -8,67 -5,93 1,81
ACT-2 10 344,5 22,43 0,55 0,46 -6,97 -1,98 6,51

Opis tabeli 2. N = liczebno$¢ proby losowej; X8t = wartos¢ rednia — arytmetyczna; S = odchylenie stan-
dardowe; Skoénoé¢ rozkladu proby; Kurtoza rozkladu proby; BB = blad bezwzgledny w jednostkach danego
parametru; BW = blad wzgledny w %; Wz = wskaznik zmiennosci w %; PT, INR, APTT-laser = probki
krwi wloéniczkowej pobierane po naktuciu laserm LASETTE-1; Q1, Q2, 1, 2 — oznaczenia w dwodch seriach.
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Tabela 3. Odtwarzalnos$¢ koagulometréw serii CoaguChek”
Lp. | Parametr | Jednostka | > xy | > Ru XY, Rs | 2,5"Rg, | W,,% | N
. INR iloraz 167,3 3,47 3,34 0,14 2,35 9,01 25
2. APTT sek. 2787,4 | 45,60 53,60 1,75 4,38 8,17 | 25
3. ACT sek. 9607,6 [141,2 165,64 4,86 12,17 7,35 | 25

Opis tabeli oceny odtwarzalnosci metoda dubletéw: Y Xy = suma wszystkich pomiar6w obu par;
> Ru = suma réznic par; XY, = $rednia z par; Rg. = §rednia réznic; 2,5R g = Decyzyjny, maksymalny poziom
bledu; W,,,% = wskaznik zmiennosci dubletéw w %; N = liczebnos¢.

Tabela 4. Parametry oceny korelacji koagulometréow serii CoaguChek” S

ANALIT | Xsr Y$r |wsp. ,r”’ T-S P-,r N |t-xy | P-xy| réznica
INR 2,98 3,20 | 0,951 27,0 0,00 79 |-3,09 0,002 -0,22
APTT 54,8 56,6 0,954 27,1 0,00 73  |-2,68 0,008 -1,85
ACT 172,3 169,0 0,968 34,1 0,00 40 1,53 0,132 3,27

Opis tabeli 4. wsp. ,r” = wspolczynnik korelacji; T-S = warto$¢ testu T-Studenta dla istotnosci ws.
korelagji; P — ,t” = poziom istotnosci dla wsp. ,r”; N = liczebnos¢ ; ,,t” — Xy = wartos¢ testu T-Studenta
dla réznicy miedzy $rednimi X i Y; P —xy = poziom istotnosci dla r6znic $rednich xiy.
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mi krwawieniami lub zakrzepica. Rygory-
styczne przestrzeganie diety oraz utrzymy-
wanie INR we wiasciwym przedziale normy
odgrywa bardzo istotna role w zminimali-
zowaniu powiklan zakrzepowo-zatorowych
i krwotocznych.

Istotnym udogodnieniem proponowa-
nym przez firm¢ Roche Diagnostics jest
mozliwo$¢ wykonywania pomiaréw koagu-
lologicznych jedynie z kropli krwi pelnej,
uzyskiwanej po nakluciu lancetem opuszki
palca, bez koniecznosci pobierania krwi z zy-
ly. Sposéb ten nie ma negatywnego wpltywu
na jako$¢ uzyskiwanych wynikéw INR.

Przyktadowy wykres korelacji dla APTT (CoaguChek Pro DM/STA Compact):

SAPTT_OD vs. PR_APTT_(BD usuwano przypadk.)
PR_APTT_ = 6,2856 + 0,91915 * SAPTT_OD
Wsp. korelacji = 0,95489

0 20 40 60 80 100 120 140 160
SAPTT_OD

180 95% p. ufnosci

Po wykonaniu szeregu badan pordw-
nawczych w grupie 75 pacjentdw, u ktérych
czas protrombinowy (INR) oznaczany byl za
pomoca metod laboratoryjnych (analizator
i odczynniki firmy Diagnostica Stago ofero-
wane przez firme¢ Roche Diagnostics Polska
Sp. z 0.0.) 1 dodatkowo za pomoca ocenia-
nych koagulometréw CoaguChek® S, moze-
my stwierdzié, iz jako§¢ analiz, jest bardzo
wysoka, wykonane pomiary wykazuja lepsze
wartoéci wskaznikéw zmiennosci niz dekla-
rowane przez producenta, co $wiadczy
o bardzo dobrej powtarzalnosci wynikéw
badan i potwierdza tez¢ o duzej przydatnosci
ocenianych koagulome-
tréow w warunkach domo-
wych w czasie dlugotrwatej
terapii doustnymi antyko-
agulantami. W oparciu
o uzyskane wyniki, war-
to$¢ INR moze by¢ utrzy-
mywana w pozadanym za-
kresie  terapeutycznym,
a w razie potrzeby pacjent
moze w porozumieniu z le-
karzem szybko reagowaé
na wszelkie zmiany warto-
$ci INR oraz pozostalych
wskaznikéw  koagulolo-

~o_Regresja

gicznych, odpowiednio dobierajac dawke le-
ku. Poprawia to efekt leczenia, bezpieczen-
stwo pacjenta, a takze zwieksza komfort zy-
cia, pozwalajac na unikniecie pobran krwi
z zyly oraz ograniczajac koniecznoé¢ ucigzli-
wego dojazdu do laboratorium i oczekiwa-
nia na wynik. Powyzsze stwierdzenie nie
zwalnia pacjenta z badan okresowych wyko-
nanych w laboratoriach. Pamieta¢ réwniez
nalezy o koniecznosci okresowej kontroli
aparatow polegajacej na wykonywaniu
oznaczen za pomoca dostepnych u produ-
centa materialéw kontrolnych. Pacjenci uzy-
wajacy w domu koagulometry CoaguChek®
S powinni stosowac si¢ do wszelkich zalecen
lekarza prowadzacego.

Na podstawie naszych dotychczaso-
wych obserwacji i doswiadczenr, mozemy
koagulometrom CoaguChek® S udzieli¢
rekomendacji w klasie przyrzadéw stuza-
cych do samokontroli pacjentéw, podkres-
lajac zarazem, iz jest to pierwszy tego typu
zestaw koagulometréw na polskim rynku.
Oceniane koagulometry sa niewatpliwie
przyktadem postepu w diagnostyce hemo-
stazy, podobnie jak w diagnostyce diabeto-
logicznej bylo wprowadzenie mozliwosci
pomiaru stezenia glukozy we krwi wlo-
$niczkowej przez samego chorego.

Biatko S-100B w diagnostyce biochemicznej

Jan Kulpa, Zaktad Analityki i Biochemii Klinicznej, Centrum Onkologii
— Instytut im. M. Sklodowskiej-Curie, Oddzial w Krakowie

Od szeregu lat uzyteczno§¢ wynikéw
oznaczen stezenia bialtka S-100B w dia-
gnostyce laboratoryjnej zaréwno réznych
choréb i stanéw patologicznych centralne-
go ukladu nerwowego jak i niekt6rych no-
wotworéw jest przedmiotem badan, dys-
kusji i czasami kontrowersyjnych opinii.
Termolabilne biatko S-100B nalezy do
liczacej 19 przedstawicieli rodziny nisko-
czasteczkowych kwasnych biatek (S-100)
wiazacych wapn, kodowanych przez sze-
reg gendéw. Symbol ,,S-100” odnosi si¢ do
zdolno$ci jego rozpuszczania w nasyco-
nych roztworach siarczanu amonowego
przy pH réwnym 7,00. Bialko to zbudo-
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wane jest z dwodch podjednostek
O i B (wspolczesna terminologia — pod-
jednostki A i B), rézniacych si¢ wiasno-
$ciami immunologicznymi, spotykanych
w krazeniu w postaci homo- lub heterodi-
meréw S-100A1A1, S-100A1B i S-100BB
o ciezarze czgsteczkowym 21 000, ktérych
wystepowanie wykazuje istotne zréznico-
wanie narzadowe i komdrkowe. Podjed-
nostka S-100B spotykana jest gléwnie
w centralnym ukladzie nerwowym — ko-
morkach glejowych i komérkach Schwan-
na —w postaci izoform S-100BB (80-93%)
1S-100A1B (7-20%). Natomiast izoforma
S-100A1A1 dominuje w komdrkach mie-

$ni serca i szkieletowych, w ktorych pod-
jednostka S-100B spotykana jest jedynie
w §ladowych ilosciach. Obecno$¢ podjed-
nostki S-100B, w postaci homo- i hetero-
dimeréw, wykazano ponadto w zréznico-
wanych ilo$ciach w adipocytach, komor-
kach tkanki chrzestnej i niektérych ko-
morkach nabtonkowych. Metodami hi-
stochemicznymi wykazano ekspresje bial-
ka S-100B w komérkach brunatnej i biatej
tkanki tluszczowej, komoérkach tkanki
chrzestnej, nablonkach i skory, gruczotu
mlecznego, migéni gtadkich, §linianek,
drég zélciowych, woreczka zoélciowego,
trzustki, zoladka, jelita cienkiego, jelita
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grubego, nerek, gruczotu krokowego, we-
zt6w chlonnych, §ledziony, a takze w ziar-
nistos$ciach szpiku kostnego. Stad wcze-
$niej postulowana swoisto$¢ izoformy
S-100BB w odniesieniu do tkanki mézgo-
wej jest obecnie w znacznym stopniu kwe-
stionowana, jakkolwiek st¢zenie podjed-
nostki S-100B w komérkach nie naleza-
cych do centralnego ukladu nerwowego
jest niskie, wrecz Sladowe. Jednak obok
uszkodzen mézgu réwniez wielonarzado-
we, uszkodzenia tkanek, rany (zniszczenie
blon komérkowych adipocytéw, chodro-
cytéw) moga by¢ przyczyna wzmozonego
uwalniania bialka S-100B do krazenia.

Funkcja fizjologiczna biatka S-100B
podobnie jak calej rodziny biatek S-100
nie zostala w pelni poznana, jednak uwa-
7a sig, ze dzialaja one jako bialka sensoro-
we, ktérych aktywno$¢ biologiczna jest
modulowana wigzaniem wapnia. Nalezy
zwrdci¢ uwage, ze aktywnos$¢ biologiczna
niektoérych z tych bialek moze by¢ w wigk-
szym stopniu regulowana przez wiazanie
dwuwarto$ciowych jonéw cynku lub mie-
dzi anizeli jon6w wapniowych. Uwaza sie,
ze wydzielane przez astrocyty, jako cytoki-
na, biatko S-100B w ste¢zeniach fizjolo-
gicznych (nmol) wykazuje dzialanie neu-
rotroficzne, zaréwno podczas rozwoju,
jak i regeneracji nerw6éw, natomiast w wy-
sokich stezeniach mikromolarnych moze
charakteryzowaé si¢ dzialaniem neuro-
toksycznym. Za taka sugestia moze prze-
mawiac rowniez fakt, ze biatko to jest ko-
dowane przez gen zlokalizowany na dlu-
gim ramieniu chromosomu 21 (21Q22.3),
ktérego zmiany obserwowane sa w roz-
woju zespotu Downa.

Budowa biatka S-100B

Elecsys S-100, nr kat. 3 175 243

Material: Surowica (20 pl)

Czas oznaczania: 18 min

Zakres pomiarowy: 0,005-39,0 pg/l

Wartoéci prawidlowe: do 0,105 pg/1

Precyzja oznaczen: <2,8% CV

Oznaczanie: analizatory | Elecsys 1010
Elecsys 2010
Modular E170

Test dostepny w II kwartale 2004 r.

W warunkach fizjologicznych, biatko
S-100B uwalniane jest do krazenia w §lado-
wych ilosciach, a jego stezenie w surowicy
krwi zdrowych ludzi ksztaltuje si¢ ponizej
200 ng/1. Pétokres zaniku S-100B jest krot-
ki i wynosi wg réznych Zrédet od 1 do
2 godzin. W pomiarach st¢zenia biatka
S-100B stosowane sa metody immunora-
diometryczne i enzymoimmunologiczne,
wykorzystujace przeciwciata monoklonalne
skierowane przeciwko podjednostce B. Przez
dlugi czas dla oznaczen biatka S-100B
metodami enzymoimmunologicznymi, do-
stepne byly zestawy odczynnikowe tylko
dwéch firm (metoda immunofluoryme-
tryczna i metoda immunoluminome-
tryczna), obecnie ta sytuacja ulega stop-
niowo zmianie, na rynku pojawily sie ze-
stawy odczynnikowe przygotowane w
innych technologiach. Probki surowic krwi
do chwili wykonania badan nalezy przecho-
wywaé zamrozone w temperaturze 20°C.
Zwraca si¢ uwagg, ze stosowanie antykoagu-
lantéw moze by¢ przyczyna znacznych réz-
nic w uzyskiwanych wynikach, w poréwna-
niu do pomiaréw w surowicy, przy czym ich
nasilenie zalezne jest w znacznym stopniu
od rodzaju uzytego antykoagulantu.

Szereg badan klinicznych dokumentuje
uzyteczno$¢ wynikow oznaczen stgzenia te-
go biatka w surowicy krwi lub plynie mo-
zgowo-rdzeniowym w réznych stanach pa-
tologicznych, zwiazanych z uszkodzeniem
tkanek uktadu nerwowego, w reaktywnej
glejozie, uszkodzeniach astrocytéw i/lub za-
burzeniach funkcjonowania bariery krew —
mobzg. Wysokie stezenie biatka S-100B w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym i/lub we krwi jest
uznawane za wiarygodny wskaznik, m.in.
w ostrych i przewleklych urazach mézgu,
udarach mézgu, ropniakach nadtwardéw-
kowych, schizofrenii, demencji, szeregu cho-
réb metabolicznych, guzach mézgu. Zazwy-

czaj proponowane jest w réznych stanach
krytycznych wykonywanie oznaczenr biatka
S-100B komplementarnie do innych wskaz-
nikéw uszkodzen moézgu, takich jak: neuro-
nowa swoista enolaza (NSE), izoenzym BB
kinazy kreatynowej (CK-BB). Zalecenie to
wynika z faktu, ze zaden z tych wskaznikéw
nie jest swoisty dla tkanki moézgu, ale do
wzrostu ich stezenia w plynach ustrojowych
dochodzi¢ moze w nastepstwie uszkodzenia,
innych anizeli centralny uklad nerwowy, tka-
nek i komoérek.

Sugeruje si¢ celowo$¢ oznaczen biatka
S-100B podczas operacji tetnicy szyjnej
w aspekcie hypoperfuzji mézgu i/lub dla
oceny klinicznie niestwierdzalnych zaburzen
bariery krew — mézg, do jakich moze docho-
dzi¢ w trakcie tego rodzaju zabiegéw. Osob-
na dziedzing, w ktérej sugeruje si¢ celowo$é
wykorzystania wynikéw oznaczen tego bial-
ka sg badania prenatalne lub okoloporodo-
we prowadzone dla wykrycia zaburzen neu-
rologicznych u plodu. W drugim i trzecim
trymestrze prawidlowej ciazy stezenie
S-100B w plynie owodniowym wykazuje
istotng tendencje wzrostowa, a we krwi pe-
powinowej tendencje spadkowa wraz z wie-
kiem ciazy. Stezenie S-100B w plynie owo-
dniowym w trisomii-21 jest ok. 1,5-krotnie
wyzsze anizeli u prawidlowych ptodéw.

Badania biatka S-100B znajduja réw-
niez wykorzystanie w diagnostyce cho-
rych na niektére nowotwory, w tym szcze-
g6lnie na czerniaka zlosliwego. Jakkolwiek
czutos¢é i swoistos¢ diagnostyczna wyni-
kéw oznaczen stezenia bialka S-100B
w calej grupie chorych na czerniaka
ksztaltuje si¢ w granicach 37% i 75%, to
u chorych w stadium IV zaawansowania
z obecnymi odleglymi przerzutami wiel-
kosci te wynosza odpowiednio: 58,5%
i 100%. Stad w opinii szeregu o$rodkéw
biatko S-100B jest markerem przerzutéw
u chorych na czerniaka, eksponuje si¢
réwniez wyrazna zalezno$¢ czasu przezy-
cia bezobjawowego i catkowitego chorych
od wyjsciowego stezenia tego bialka.

W podsumowaniu mozna wyrazi¢ na-
dzieje, ze poszerzenie dostepnosci zestawow
i metod oznaczen stezenia biatka S-100B po-
zwoli na podjecie szeroko zakrojonych ba-
dan weryfikujacych uzyteczno$¢ wynikéw
jego oznaczen w kontroli i monitorowaniu
leczenia chorych na czerniaka zlosliwego.
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Biologia Molekularna
MagNA Pure Compact

Od ponad pietnastu lat Roche Applied
Science jest dostawca szerokiego spek-
trum nowoczesnych odczynnikéw do ba-
dann w dziedzinie biologii molekularnej,
w tym reakcji PCR. Dzigki potaczeniu
szerokiej wiedzy biochemicznej, che-
micznej i technicznej, w firmie Roche
mozliwe jest tworzenie uniwersalnych,
niezawodnych systeméw i narzedzi ba-
dawczych.

Wprowadzenie na rynek systemu
LightCycler otworzylo nowe mozliwosci
wykorzystania reakcji PCR w czasie rze-
czywistym (RT-PCR). Przede wszystkim
pozwolilo na bardzo szybkie przeprowa-
dzanie ilo$ciowych reakeji PCR, analize
i ocene wynikow dla identyfikacji produk-
téw i genotypowania.

Z poczatkiem 2004 roku firma Roche
wprowadzila do sprzedazy nowe, innowa-
cyjne urzadzenie, pozwalajace na zauto-
etapu
w badaniach molekularnych - izolacji

matyzowanie najtrudniejszego

kwasow Urzadzenie
MagNA Pure Compact pozwala na calko-
wicie automatyczng izolacj¢ i oczyszcza-

nukleinowych.

nie kwaséw nukleinowych, w wolnym od
kontaminacji ukladzie, przy zastosowaniu
techniki szklanych kulek magnetycznych.
Polaczenie urzadzen LightCycler i MagNA
Pure Compact oraz odpowiednich zesta-
woéw i odczynnikéw umozliwia tworzenie
bardzo wydajnych, automatycznych syste-
moéw do przeprowadzania reakcji PCR.
Takie uklady w ogromnym stopniu
oszczedzaja czas i minimalizuja czynnosci
manualne.

Krytycznym etapem w przeprowadza-
niu reakcji PCR, RT-PCR i analizie mi-
kromacierzy jest jako$¢ wykorzystanej
matrycy RNA lub DNA. MagNA Pure
Compact pozwala na szybka i niezawod-
na izolacje i oczyszczanie kwaséw nuklei-
nowych. Urzadzenie to jest przystosowa-
ne do w pelni automatycznej izolacji
kwaséw nukleinowych z krwi ssakéw, su-
rowicy, hodowli komérkowych i innych
materialéw, uzywanych w badaniach na-

12

ukowych i diagnostyce. System MagNA
Pure Compact sklada si¢ ze stosunkowo
nieduzego urzadzenia i gotowych do uzy-
cia zestawow odczynnikowych do izolacji
kwaséw nukleinowych. Urzadzenie jest
przeznaczone do przeprowadzania od
jednej do o$miu izolacji w czasie od 20 do
35 minut, w zaleznoéci od wybranego
programu. Do uzyskania wysokiej jakosci
oczyszczonych kwaséw nukleinowych
wystarczy od 100 ul do 1000 pl materia-
tu wyj$ciowego. Urzadzenie posiada zin-
tegrowany komputer z cieklokrystalicz-
nym ekranem dotykowym i czytnik ko-
déw kreskowych. W celu zapewnienia po-
prawnosci przeprowadzonego procesu na
kazdym jego etapie, zaréwno wyjsciowa
probka, jak 1 uzywane odczynniki
oraz materialy sa monitorowane w opar-
ciu o kody kreskowe. Czas poswigcony
czynno$ciom manualnym podczas stoso-
wania MagNA Pure Compact System jest
ograniczony do niezb¢dnego minimum.
Wszystkie stosowane odczynniki i mie-
szaniny sa gotowe do uzycia i pakowane
oddzielnie w zamknigtych, zafoliowanych

wktadach, co zapobiega kontaminacji.
Pojedynczy wklad zawiera wszystkie nie-
zbedne odczynniki do przeprowadzenia
jednej izolacji, statyw z wymagana iloscia
odpowiednich konicéwek i urzadzenie do
usuwania zamykajace;j folii.

Prace rozpoczyna si¢ od wprowadze-
nia kodu kreskowego wkladu z odczynni-
kami. Nastepnie wklad jest umieszczany
w statywie i urzadzeniu. Na podstawie in-
formacji z wprowadzonego kodu kresko-
wego system automatycznie wdraza od-
powiedni protokdl, przy czym uzytkow-
nik musi okresli¢: rodzaj materialu do
izolacji, pojemno$¢ wprowadzanej probki
i objetos¢ konicows izolatu. Badane préb-
ki sa pipetowane do wlasciwych probéwek
i umieszczane w statywie, a nastgpnie
w urzadzeniu. Nazwe probki mozna wpi-
sa¢ samodzielnie lub postugiwac si¢ ko-
dem kreskowym. Kod kreskowy umiesz-
czony jest réwniez na probéwkach do izo-
latéw i po umieszczeniu probéwek w sta-
tywie i urzadzeniu, jest wprowadzany do
komputera.

Po zakoniczeniu izolacji wyniki i dane
wpisane przy wprowadzaniu prébek, da-
ne z kodéw kreskowych wyswietlaja si¢ na
ekranie. Nastepnie moga by¢ zachowane
w bazie, drukowane lub przesylane. Urza-
dzenie oprécz niezaprzeczalnych cech
ulatwiajacych prace naukowa w dziedzi-

nie biologii molekular-

f‘

- ‘j .

nej, posiada réwniez
szerokie zastosowanie
w nowoczesnej diagno-
styce molekularne;j. Pel-
na automatyzacja pro-
cesu izolacji daje pew-
no$¢  powtarzalnosci
wynikéw, a system ko-
déw kreskowych po-
zwala na biezacy wglad
w historie prébki od
wejécia do laborato-
rium az do otrzymania
wyniku. Wszystkie wy-
mienione cechy MagNA
Pure Compact pozwala-
ja  przypuszczaé, iz
urzadzenie moze stac
si¢ rutynowym narzg-

dziem pracy w wielu la-

System MagNA Pure Compact

boratoriach.



