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Szanowni Paristwo,

Mito mi poinformowa¢, ze biezacy rok rozpoczelismy wprowadzeniem na polski ry-
nek dwdch nowych systeméw przeznaczonych do diagnostyki przy 16zku pacjenta i sa-
mokontroli.

Accutrend Plus jest uzyteczny réwniez w badaniach przesiewowych ukladu krazenia.
Mozna przy jego pomocy oznaczaé profil lipidowy, a takze poziom kwasu mlekowego.
Wszystkie oznaczenia wykonuje si¢ na poczekaniu za pomoca paskow testowych.

Go to nowy glukometr ze znanej juz Panstwu rodziny produktéw Accu-Chek. Wy-
réznia si¢ nowoczesnymi parametrami, funkcjonalna i higieniczna obstuga, oferujac do-
datkowe mozliwosci dla oséb wymagajacych. Wigcej informacji jest dostepnych na
http://www.accu-chek.pL.

Prosz¢ o $ledzenie artykutéw w nastepnych numerach LabForum, gdyz bedziemy
szczeg6lowo prezentowac te systemy. W biezacym numerze polecam uwadze artykuly
o autoprzeciwciatach przeciwko receptorowi TSH, diagnostyce zaburzenr biochemicz-
nych w zespole metabolicznym, a takze ciekawa relacje o dokonaniach laureatéw nagro-
dy Nobla 2007 za badania specyficznych modyfikacji genéw u myszy.

Jednoczesnie chcialbym réwniez zacheci¢ do zapoznania sie z wynikami naszej firmy
w skali $wiatowej, osiagnietymi w ubieglym roku. Dane dostepne sa na stronach inter-
netowych, pod adresem http://www.roche.com/home/media/med-cor/med-cor-2008/
med-cor-2008-01-30.htm.

Zycze mitej lektury,

Andrzej Banaszkiewicz
wraz z zespotem RDP

Nasz adres:

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.o. serwis: tel. 0-22/481 54 55, 56
ul. Wybrzeze Gdynskie 6B faks 0-22/481 55 95
01-531 Warszawa obstuga klienta: tel. 0-22/481 54 00-05

faks 0-22/481 55 96

centrala: tel. 0-22/481 55 55, 56 e-mail: polska.diagnostics@roche.com
faks 0-22/481 55 99 dia.callcenter@roche.com
Call Center: tel. 0-22/481 54 54 internet: www.rochediagnostics.pl
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Autoprzeciwciata przeciwko receptorowi TSH
— charakterystyka i zastosowanie
w rozpoznawaniu i leczeniu chorob tarczycy

Zbigniew Bartoszewicz"” i Agnieszka Kondracka"

" Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii AM oraz ? Zaklad Badawczo-Leczniczy
Endokrynologii IMDiK, Warszawa

Choroby tarczycy lub zaburzenia jej czyn-
nosci sa bardzo czeste, stwierdza sie je
u kilkunastu procent populacji polskie;j.
Nierozpoznanie choroby tarczycy i jej
etiologii, szczegdlnie takiej choroby, ktéra
przebiega z zaburzeniami funkgji tarczycy
opdznia podjecie wlasciwego leczenia.
Choroby tarczycy o podlozu autoimmu-
nologicznym (AITD — autoimmune thyroid
diseases) wystepuja kilkukrotnie cze$ciej
u kobiet niz u mezczyzn. Choroba Grave-
sa-Basedowa (GD — Graves disease) doty-
czy ok. 1% populacji (do 2% kobiet), na-
tomiast autoimmunologiczne zapalenie
tarczycy ujawnia si¢ gléwnie u kobiet star-
szych (10% kobiet powyzej 60 lat, 15%
powyzej 75 lat). Rozpoznanie przyczyn
zaburzenia funkgji tarczycy jak i weryfiko-
wanie skuteczno$ci podjetej terapii ma
wiec duze znaczenie dla stanu zdrowia
spoleczenstwa.

Autoprzeciwciata skierowane przeciw-
ko autoantygenom tarczycowym takim
jak: peroksydaza tarczycowa (TPO), tyreo-
globulina oraz receptor TSH (TSH-R) sa
od lat wykorzystywane w diagnozowaniu
schorzen tarczycy. Do niedawna za naj-
istotniejsze badanie w diagnozowaniu
AITD, a szczegdlnie GD uwazano ozna-
czenie przeciwcial przeciwperoksydazo-
wych (TPOAD). Od kiedy jednoznacznie
wykazano, ze gléwnym czynnikiem etio-
patogenetycznym nadczynnosci tarczycy
w GD sa autoprzeciwciala stymulujace
tarczycowy receptor TSH, a przez to wy-
twarzanie hormonéw tarczycy, oznacza-
nie przeciwcial przeciwreceptorowych sta-
je si¢ coraz wazniejszym i powszechnie
wykorzystywanym badaniem w diagno-
styce tej choroby. W zapaleniu tarczycy ty-

pu Hashimoto duze znaczenie, jako jedna
z przyczyn niedoczynnoéci gruczolu tar-
czowego, moga mie¢ autoprzeciwciala
blokujace aktywnos¢ TSH-R.

Przeciwciata przeciwko receptorowi
TSH - charakterystyka i oddziatywanie
na tarczyce

TSH-R jest receptorem blon tyreocytéw
podlegajacym zlozonej obrébce posttran-
slacyjnej. Zewnatrzblonowa podjednost-
ka O zawierajaca miejsce wiazace dla TSH
jest w procesie tzw. ,zluszczania” latwo
uwalniana do krwioobiegu, co moze
sprzyja¢ procesowi autoimmunologiczne-
mu. Podobnie jak w przypadku wielu in-
nych autoprzeciwcial powstawanie auto-
przeciwcial skierowanych przeciwko re-
ceptorowi TSH (TRAb — TSH receptor an-
tibodies) zwiazane jest ze wzmozona od-
powiedzia ukladu immunologicznego,
ktéry rozpoznaje autoantygen wlasny jako
antygen obcy. Wytwarzane TRAD stano-
wia heterogenna grupe autoprzeciwcial,
ktére wiazac si¢ z réznymi czeciami ze-
wnatrzblonowej podjednostki TSH-R
moga dziala¢ jako agonisci lub antagoni-
$ci TSH, co prowadzi do pobudzenia ak-
tywnosci gruczotu tarczowego (TSI — thy-
roid stimulating immunoglobulins) i/lub
jego rozrostu (TGI — thyroid growth sti-
mulating immunoglobulins), badZ tez do
zahamowania jego funkgji (TBAb — thyroid
blocking antibodies). Nazewnictwo TRAb
nie jest jednoznacznie okreslone i czesto
stosowane skréty pochodza od réznych
nazw okreslajacych t¢ sama grupe auto-
przeciwcial. W tabeli 1 przedstawiono
rézne grupy TRAD, metody ich wykrywa-
nia oraz wywolywane efekty biologiczne.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze najistotniejsze
znaczenie w etiopatologii choréb tarczycy
maja przeciwciala stymulujace lub hamu-
jace jej aktywno$¢, natomiast powszech-
nie stosowane, rutynowe metody immu-
nochemiczne pozwalaja jedynie na ilo-
$ciowe oznaczenie przeciwcial blokuja-
cych wigzanie TSH do receptora, bez roz-
réznienia ich funkeji biologicznych.

Przeciwciata stymulujace moga wigzad
sie z receptorem w miejscu przylaczenia
TSH, gdzie zastepuja dziatanie ligandu,
lub w innym miejscu, gdzie pobudzajg ak-
tywno$¢ TSH-R samodzielnie lub zwigk-
szaja dzialanie przylaczonego TSH. Skut-
kiem jest aktywacja cyklazy adenylowej
i pobudzenie aktywnosci tyreocytow.
Zwykle przeciwciala stymulujace TRAb
obecne sa w surowicy w malych iloéciach,
rzedu ng/ml (tzn. trzy rzedy wielkosci
mniejszych niz ilosci TPOAD). Ich przyla-
czenie wydluza czas zycia receptora prze-
dluzajac jednocze$nie czas stymulacji,
podczas gdy przylaczenie TSH przyspie-
sza proteolityczny rozklad TSH-R. Prze-
ciwciala stymulujace powoduja tez rozrost
tarczycy, lecz nie ma pewnosci, czy jest to
wylacznie nastegpstwo ogélnego pobudze-
nia (analogicznie do wysokiego poziomu
TSH), czy tez skutek dziatania odrebnych
przeciwcial stymulujacych wzrost gruczo-
tu (TGI).

Przeciwciala przeciwko receptorowi
TSH blokujace pobudzenie tarczycy spra-
wiaja, ze kompleks powstaly po ich przy-
laczeniu nie inicjuje efektéw biologicz-
nych, natomiast zablokowane jest wigza-
nie zaréwno TSH jak i przeciwcial stymu-
lujacych. Przeciwciala blokujace moga
takze hamowa¢ aktywacje mimo przyla-
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Tabela 1. Klasyfikacja, nazewnictwo i charakterystyka przeciwciatl przeciwko TSH-R (TRAbD).

Grupa przeciwciat

Stymulujace tarczyce

TSI (thyroid stimulating
immunoglobulins)

TSADb (thyroid stimulating
antibodies)

Blokujace stymulacje
tarczycy

TBAD (thyroid blocking
antibodies)

TSBAD (thyroid stimulation-
-blocking antibodies)

Mechanizm dziatania

Pobudzaja TSH-R

w zastepstwie TSH

lub zwigkszaja efektywnosé
dzialania TSH; przedtuzaja
czas zycia receptora.

Blokuja aktywacje TSH-R
przez TSH i przeciwciala
stymulujace, zwykle blokuja
tez wigzanie TSH

i innych przeciwciat

do receptora.

Wystepowanie i skutki kliniczne

Powoduja przerost tarczycy, nadczynno$¢ tarczycy

w GD oraz przejéciowa nadczynno$¢ tarczycy
u noworodkéw

Wystepuja w autoimmunologicznym zapaleniu
tarczycy, moga powodowac przejsciowa
niedoczynno$¢ lub agenezje tarczycy

Metody oznaczania

Testy biologiczne,
cytochemiczne, cytometria
przeptywowa, mikromacierze.

Testy biologiczne,
cytochemiczne, cytometria
przeptywowa, mikromacierze.

u noworodkéw, obecne u wigkszosci chorych z GD,

a ich wystepowanie moze poprzedzaé pojawienie si¢

objawéw klinicznych nadczynnoéci tarczycy;

TSI-block ( TSI-blocking)

Blokujace wiazanie TSH

do receptora TSH

TBII (TSH binding
inhibitory immunoglobulins)
TBIAD (TSH binding
inhibitory antibodies)

Blokuja wigzanie TSH

do receptora, moga zar6wno
stymulowa¢ aktywnos¢
receptora jak i blokowac jego

sa przyczyna ok. 1/3 przypadkéw niedoczynnosci

tarczycy po leczeniu farmakologicznym GD.

u noworodkéow.

pobudzanie przez ligand.

Wykrywane w GD i innych autoimmunologicznych Testy immunochemiczne.
chorobach tarczycy oraz w przejsciowe;j

nadczynnosci i niedoczynnosci tarczycy

Pomiar indeksu mitotycznego,
wiazanie *H-tymidyny.

Stymulujace wzrost tarczycy Nie wiadomo, czy jedynym  Moga wystepowaé w GD i wolu obojetnym.
TGI (thyroid growth antygenem jest TSH-R,
immunoglobulin, przekaznikiem pobudzenia
thyroid growth stimulating ~ nie jest CAMP;
immunoglobulins) ich wystepowanie bywa
kwestionowane.
Hamujace wzrost tarczycy ~ Nie wiadomo, Obecne w niedoczynnosci tarczycy.

TGI-block (thyroid growth

immunoglobulin, blocking)

Przeciwciala obojetne

Wiaza sie z TSH-R

czy antygenem jest TSH-R.

Wystepuja w GD, nie wystepuja

nie wplywajac u ludzi zdrowych.
na jego funkgje.
Przeciwciala Wiaza sie z TSH-R. Nieznane.
wielofunkcyjne

czenia TSH, w oznaczeniach moga ma-
skowaé obecnoé¢ przeciwcial stymuluja-
cych. Skutkiem dzialania przeciwcial blo-
kujacych jest zahamowanie wzrostu tar-
czycy i hormonogenezy. Przypuszcza sie,
ze istnieja réwniez odrgbne przeciwciata
wybidrczo hamujace wzrost gruczotu tar-
czowego (TGI-block), dzialajace bez
udziatu receptora TSH.

W surowicy pacjentéw chorych na GD
stwierdzono wystepowanie nieobecnych
u ludzi zdrowych przeciwcial obojetnych,
rozpoznajacych fragmenty TSH-R nie
zwiagzane z jakakolwiek funkcja i nie
wplywajacych na aktywno$¢ tarczycy.

W AITD dochodzi do intensywnego
nacieczenia gruczolu tarczowego przez
antygenowo-specyficzne limfocyty T i B,
a TRADb wytwarzane sg przede wszystkim
przez komorki osiadle w tarczycy. Skutek
kliniczny zalezny przede wszystkim od lo-
kalnego dzialania wytwarzanych przeciw-
cial moze wigc odbiega¢ od przewidywa-
nego na podstawie zmierzonej aktywnosci
biologicznej przeciwcial w surowicy pa-
cjenta. W chorobie GD lokalne oddzialy-
wanie przeciwcial stymulujacych jest cze-
sto silniejsze, niz by to wynikato ze zmie-
rzonej wypadkowej aktywnosci biologicz-
nej, brak jest tez liniowej korelacji nasile-

Pomiar indeksu mitotycznego,
wiazanie *H-tymidyny.

Cytometria przeplywowa,
mikromacierze.

Mozliwe interferencje
podczas oznaczen.

nia choroby ze stezeniem TSI w surowicy.
Lokalizacja
w tarczycy wyjasnia, dlaczego po leczeniu
radiojodem lub po zabiegu chirurgicz-

wytwarzania przeciwcial

nym nastepuje szybki spadek ich stezenia
w krazeniu. Takze u pacjentéw, u ktérych
leczenie tyreostatykami jest skuteczne,
osiaganiu poprawy towarzyszy szybki
iznaczacy spadek stezenia przeciwcial, be-
dacy dobrym wskaznikiem prognostycz-
nym dlugotrwatej remisji.

Z receptorem TSH moga wigzaé si¢
i prawdopodobnie zmienia¢ jego aktyw-
no$¢ takze przeciwciala skierowane prze-
ciwko bakteriom Yersinia enterocolica,
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E. coli i innym bakteriom Gram-ujem-
nym, na ktérych powierzchni znajduja si¢
biatka podobne strukturalnie do TSH-R.
Stad mozliwa jest reakcja krzyzowa w na-
stepstwie infekcji bakteryjnych, chociaz
wigkszo$¢ chorych po infekeji Yersinia nie
rozwija choroby GD. Z kolei niszczenie
komorek tarczycy zwiazane z infekcjg wi-
rusowa (nagminne zapalenie przyusznic,
wirusowe zapalenie tarczycy) lub z pod-
ostrym zapaleniem tarczycy czesto prowa-
dzi do okresowego wzrostu miana TRAD,
zwykle jednak nie dochodzi do trwalego
uszkodzenia tarczycy i dlugotrwatego za-
burzenia jej funkcji. Choroby wirusowe
uwazane sa za czynnik etiologiczny wielu
chor6b autoimmunologicznych, jednak
w przypadku AITD u ludzi nie ma na to
przekonywujacych dowodéw. Udoku-
mentowano natomiast, ze nadaktywnosé
ukladu immunologicznego w okresach
silnych zmian réwnowagi hormonalne;j
u kobiet (okres poporodowy, okres po-
kwitania i przekwitania), a takze po stresie
i interwencjach chirurgicznych moze do-
prowadzi¢ do rozwiniecia AITD.

Identyfikacje przeciwcial przeciwtarczy-
cowych w surowicy utrudnia fakt, ze w ob-
rebie jednego rodzaju aktywnosci wystepu-
ja subpopulacje skierowane przeciwko réz-
nym cze$ciom bialka receptora lub frag-
mentom kompleksu TSH-R-TSH. Ponadto
w przebiegu choroby proporcje pomiedzy
réznymi aktywnoSciami przeciwcial zmie-
niaja si¢. Czgsto w surowicy stwierdza sig
jednocze$nie obecno$¢ przeciwciat o prze-
ciwstawnej aktywnosci biologicznej, ujaw-
niajacych si¢ przy réznych rozcienczeniach
surowicy. I tak u 1/3 pacjentéw z GD obec-
noé¢ przeciwcial stymulujacych mozna wy-
kaza¢ jedynie po rozcienczeniu surowicy,
poniewaz ich aktywno$¢ jest maskowana
przez przeciwciala blokujace. Znaczenie kli-
niczne niskiego miana przeciwcial stymu-
lujacych maskowanych przez przeciwciala
blokujace moze by¢ bardzo istotne w przy-
padku przenoszenia ich przez tozysko i od-
dzialywanie na tarczyce plodu. We krwi no-
worodkow przekazane przez tozysko prze-
ciwciala matki wystepuja w nizszym steze-
niu, co pozwala ujawni¢ si¢ gléwnie aktyw-
noéci stymulujacej. Skutkiem moze by¢ in-
na manifestacja kliniczna obserwowana
u dziecka niz u matki.

Metody oznaczania przeciwciat
przeciwko receptorowi TSH

Poniewaz TRAb moga wywotywaé prze-
ciwstawne efekty (nadczynno$¢ tarczycy
w GD lub niedoczynno$¢ tarczycy w auto-
immunologicznym atroficznym zapale-
niu gruczolu tarczowego) oznaczenie ich
aktywnosci biologicznej mogtoby wyda-
wal sie szczegblnie korzystne dla celéw
klinicznych. Nie jest to jednak badanie
dostepne w rutynowej diagnostyce, a in-
terpretacja wyniku czesto stwarza proble-
my. Natomiast latwe do wykonania testy
immunochemiczne w powiazaniu z bada-
niem funkgji tarczycy sa waznym elemen-
tem badania klinicznego, umozliwiajacym
oceng stanu pacjenta i podjecie skutecz-
nego leczenia. Ponizej oméwiono wybra-
ne metody stosowane do oznaczania po-
ziomu réznych grup TRAD.

Testy immunochemiczne wykrywaja
wszystkie przeciwciala, ktore tacza sie z re-
ceptorem w okolicy miejsca wigzania
TSH: hamujace i stymulujace TSH-R oraz
obojetne. Testy konstruowane sa tak, ze
obecne w surowicy pacjenta autoprzeciw-
ciala konkurujg o miejsce wigzania do re-
ceptora TSH ze znakowanym TSH lub
ludzkim, monoklonalnym przeciwcialem
stymulujacym tarczyce (M22). Z wigkszo-
$ci danych literaturowych wynika, ze czu-
to$¢ 1 warto$¢ prognostyczna oznaczenia
TRAb w chorobie GD nie zalezy od tego,

czy metoda wykorzystuje rekombinowa-
ny, ludzki receptor TSH, czy tez receptor
wieprzowy. Dane uzyskane w naszym la-
boratorium (ryc.1) réwniez wskazuja na
duza zgodno$¢ wynikéw oznaczen wyko-
nanych za pomoca powszechnie stosowa-
nego testu firmy Brahms (rekombinowa-
ny ludzki TSH-R, znakowany TSH) z no-
wo wprowadzanym testem firmy Roche
(TSH-R wieprzowy, znakowane przeciw-
cialo M22). Komercyjne testy immuno-
chemiczne maja 98% czulo§¢ diagno-
styczng w wykrywaniu GD, a ich specy-
ficznos$¢ wynosi 99%. Moga by¢ wiec zna-
czaca pomoca przy diagnozowaniu AITD.

Testy biologiczne mierza aktywno$¢
przeciwcial stymulujacych lub blokuja-
cych TSH-R wykorzystujac linie komor-
kowe stabilnie transfekowane rekombino-
wanym ludzkim receptorem TSH. Po do-
daniu badanej surowicy (w nieobecnosci
lub wraz z TSH) mierzy si¢ stezenie cAMP
w pozywce lub zalezng od cAMP biolumi-
nescencje. Niestety u wigkszosci pacjen-
téw metoda ta nie spelnia warunku linio-
wej zalezno$ci odpowiedzi od rozcienicze-
nia surowicy, co jest spowodowane hete-
rogennoécig puli przeciwcial i maskowa-
niem obecnoéci TSI przez przeciwciala
blokujace aktywnos§¢ TSH-R. Dlatego dla
pelnej wiarygodnosci wyniku wymagane
jest zastosowanie szeregu rozcieficzen ba-
danej prébki surowicy, w przeciwnym wy-

3

y = 0,B37x + 0,259
R =D &38

20 30 40

Roche

Ryc. 1. Korelacja miedzy wynikami oznaczen przeciwciat przeciwreceptorowych (wyrazonych w 1U/L) wykonanych

testami firm Roche i Brahms.
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padku mierzona jest jedynie wypadkowa
aktywno$¢ przeciwcial, ktéra nie zawsze
prawidlowo koreluje ze stanem Kklinicz-
nym pacjenta.

Mikromacierze molekularne sa kon-
struowane z wykorzystaniem peptydéw
odpowiadajacych poznanym epitopom
TSH-R. Mozna przypuszczaé, ze w miare
rozwoju tej metody mozliwe bedzie réw-
noczesne wykrywanie w surowicy grup
przeciwcial odpowiadajacych réznej ak-
tywnosci biologiczne;j.

Interpretujac wyniki oznaczen stezenia
TRAD, mozna si¢ liczy¢ z wynikami falszy-
wie ujemnymi u pacjentéw w poczatko-
wym stadium choroby autoimmunolo-
gicznej, gdy przeciwciala wytwarzane sa
wylacznie w obrebie tarczycy, a w krwi ob-
wodowej pojawia si¢ nieco pézniej lub
przy nawrocie choroby. Takze duza ilo§¢
podjednostki o TSH-R uwalnianej do
krwioobiegu moze wiazaé czg$¢ przeciw-
cial, powodujac zanizenie wyniku. Wysokie
stezenie przeciwcial IgG moze utrudniaé
oznaczenie TRAD, podobnie jak przeciw-
ciala o krzyzowym powinowactwie (np.
przeciwko Yersinia). Przy oznaczaniu ak-
tywnoéci biologicznej TRAb wyniki falszy-
wie dodatnie moze spowodowal wysokie
stezenie hCG wydzielanej przez nowotwo-
ry wywodzace si¢ z trofoblastu, natomiast
w cigzy mimo duzej ilosci hCG wynikéw
falszywie dodatnich nie stwierdza si¢.

Kliniczne zastosowanie oznaczen

autoprzeciwcial przeciw receptorowi TSH
W chorobach tarczycy czgsto powstaja na-
rzadowo specyficzne przeciwciala, ktére
moga by¢ jedynie wskaznikiem uszkodze-
nia gruczolu tarczowego przez czynniki
zewnetrzne, ale moga takze prowadzi¢ do
zmian czynno$ciowych tarczycy albo do
jej uszkodzenia, m.in. w wyniku efektu cy-
totoksycznego. Jednak swoistoé¢ diagno-
styczna najczeéciej oznaczanych przeciw-
cial przeciwtarczycowych — TPOAD nie
jest duza, nawet 10-20% zdrowej popula-
¢ji moze mie¢ podwyzszone miano tych
przeciwcial. Znacznie wigksza swoisto§¢
maja oznaczenia obecno$ci w surowicy
chorych na AITD przeciwcial przeciwre-
ceptorowych, zaréwno blokujacych jak

i stymulujacych, bedacych przyczyna zmian
aktywnosci tarczycy. Zwykle obserwowa-
ny u pacjenta obraz kliniczny zalezy od
wypadkowej dzialania heterogennej puli
przeciwcial (przeciwko réznym autoanty-
genom) i uwarunkowany jest rodzajem
aktywnosci dominujacej u danego pacjen-
ta na danym etapie choroby. I tak przewa-
zajacy efekt cytotoksyczny prowadzi¢ be-
dzie do uszkodzenia tarczycy, niezaleznie
od poprzedzajacych objawéw. Z kolei
trudne do przewidzenia przesuniecie row-
nowagi pomiedzy aktywno$cia przeciw-
cial przeciwreceptorowych stymulujacych
i blokujacych moze tlumaczy¢ sponta-
niczna remisj¢ GD np. w czasie ciazy, czy
jedynie przejéciowa hipotyreoze po poda-
niu radiojodu.

Za podstawowa przyczyne wystepowa-
nia objawéw GD uwazane sa przeciwciala
przeciwreceptorowe stymulujace tarczyce.
Oznaczanie stezenia tych przeciwcial ma
wiec zastosowanie w diagnostyce réznico-
wej nadczynnodci tarczycy. W przypad-
kach, gdy obraz kliniczny jest niejasny, ba-
danie stezenia TRAb pozwala zréznico-
waé nadczynnos$¢ tarczycy o podlozu au-
toimmunologicznym z nadczynnoscia
uwarunkowana np. guzkami autonomicz-
nymi lub wieloogniskowymi zmianami
guzkowymi. Badanie stezenia TRAb
pozwala tez na odr6znienie od GD tzw.
rozsianej autonomii tarczycy — choroby
bedacej skutkiem aktywujacej tarczyce
mutacji receptora TSH. Oznaczanie TRAb
jest réwniez uzyteczne w przewidywaniu
nadczynnosci
o podlozu autoimmunologicznym. Wy-
razny spadek stezenia przeciwcial w wyni-
ku leczenia tyreostatykiem pozwala z du-
zym prawdopodobienstwem prognozo-

skutecznos$ci  leczenia

waé dobry efekt terapeutyczny. Z badan
klinicznych wynika, ze jezeli stezenie
TRAb obnizy si¢ w trakcie leczenia do
wartoéci kontroli, to prawdopodobien-
stwo dlugotrwalej remisji wynosi ok.
70%. Jezeli natomiast utrzymuje si¢ pod-
wyzszone stezenie przeciwcial, wskazane
jest leczenie radykalne (radiojodem lub
operacyjne). Mimo ze teoretycznie TSI
(mierzone testem biologicznym) powinny
by¢ najbardziej swoistym wskaznikiem

GD i jej przebiegu, to w praktyce okazato
sie, ze dynamika spadku stezenia TBII
(mierzonych testem immunochemicz-
nym) daje lepsza informacj¢ o prawdopo-
dobienstwie remisji. Wynika to prawdo-
podobnie z tego, ze badanie TBII najlepiej
odzwierciedla wielkoé¢ catkowitej puli
TRAD. Jezeli wysokie stezenie TBII (>10
IU/1) utrzymuje sie po 5-6 miesigcach le-
czenia farmakologicznego, istnieje duze
prawdopodobienstwo wznowy choroby.
Warto$¢ predykcyjna oznaczen TRAD
moze by¢ jednak znacznie mniejsza dla
populacji regiony
o zmniejszonej podazy jodu, gdzie prze-

zamieszkujacych

wlekly niedobdr tego pierwiastka chroni
przed wystapieniem ostrej tyreotoksyko-
zy. Nalezy pamigtaé, ze remisja moze wy-
stapi¢ réwniez przy wysokim stezeniu TSI
na skutek zniszczenia tkanki tarczycy
w wyniku efektu cytotoksycznego. Pomiar
stezenia TRAD pozwala tez zweryfikowac
przyczyne zmian w tkankach oczodolu
u tych chorych, u ktérych nie ma innych
typowych klinicznych objawéw GD.

U okolo 1% kobiet w ciazy w I tryme-
strze moze wystapi¢ tyreotoksykoza zwig-
zana z Ciaza. Jest ona spowodowana przej-
$ciowa stymulacja tarczycy przez hCG.
W trakcie ciazy zwykle stan kobiety polep-
sza si¢ m.in. z powodu charakterystycznej
dla ciazy immunosupresji oraz obnizania
si¢ stezenia hCG. Jezeli jednak tej formie
nadczynnosci towarzyszy podwyzszenie
stezenia TRAb, to wystepujace po poro-
dzie pobudzenie ukltadu immunologicz-
nego moze doprowadzi¢ do poporodowe-
go zapalenia tarczycy. Rozwija si¢ ono
u ok. 50% kobiet ze zwigkszonym mianem
przeciwcial przeciwtarczycowych, stwier-
dzanym w I trymestrze ciazy. Monitoro-
wanie stezenia przeciwcial jest wiec w tym
przypadku wskazane zaréwno ze wzgledu
na zdrowie matki jak i zagrozenie dla
dziecka w przypadku kolejnej ciazy.

U cigzarnych kobiet z GD, takze w fazie
niedoczynnosci tarczycy, po jej operacyj-
nym usunigciu lub terapii radiojodem
oznaczenie stezenia TRAb pozwala oceni¢
ryzyko rozwinigcia zaburzen czynnosci
tarczycy u dziecka. W III trymestrze ciazy,
kiedy ma miejsce intensywne przenikanie
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przeciwcial przez lozysko, wysokie stezenie
przeciwcial przeciwreceptorowych we krwi
matki wskazuje na ryzyko wystapienia
zaburzen czynnosci tarczycy u ptodu i no-
worodka. Nalezy przy tym pamietaé, ze
u czeéci pacjentek z jawna nadczynnoscia
tarczycy obok przeciwcial stymulujacych
TSH-R, wystepuja takze przeciwciala blo-
kujace, a wigc u dziecka moze wystapic za-
réwno nadczynnoéé, jak i niedoczynnosé
tarczycy. U noworodkéw urodzonych
przez matki z niedoczynnoécia tarczycy
w przebiegu AITD najczgsciej wystepuje
niedoczynno$¢  tarczycy.
W uzasadnionych przypadkach oznacza-

przej$ciowa

nie stezenia TRAb u kobiet ciezarnych jest
wskazane, bo pomaga ustali¢ etiologie za-
burzen funkgji tarczycy u matki i przewi-
dywa¢ dalszy przebieg zaburzen funkcji
tarczycy w przebiegu ciazy i po rozwiaza-
niu, a ponadto pozwala na ocen¢ zagroze-
nia zaburzeniami funkgji tarczycy u dziec-
ka. Zaleca sie oznaczenie TRAb réwniez
we krwi noworodkéw, jezeli stezenie prze-
ciwcial u matki jest znacznie podwyzszo-
ne, co moze pomoéc we wczesnym wykry-
waniu zaburzen tarczycy u dzieci.

TRAD jest réwniez wskaznikiem prze-
wleklego autoimmunologicznego zapale-
nia tarczycy typu Hashimoto, jednak
przeciwciala te czgsto pojawiaja si¢ w kra-
zeniu dopiero po wystapieniu klinicznych
objawéw niedoczynno$ci. Przeciwciala
blokujace TSH-R wykrywane sa u mniej
niz 60% chorych, a za postepujace uposle-

dzenie funkgji tarczycy sa odpowiedzialne
przede wszystkim liczne lokalne komor-
kowe i humoralne procesy immunolo-
giczne powodujace niszczenie komdrek
tarczycy. Wiadomo tez, ze niedoczynnosé
tarczycy z towarzyszacym jej podwyzszo-
nym stezeniem TPOAb wystepujaca
W czasie ciazy znacznie zwigksza niebez-
pieczenistwo samoistnego poronienia. Je-
zeli u kobiety cigzarnej stwierdza sig¢
wzrost stezenia przeciwcial przeciwtarczy-
cowych, przy prawidlowej funkgji tarczy-
cy, to istnieje zwigkszone prawdopodo-
bienistwo, ze w ciagu kilku lat rozwinie si¢
u niej jawna niedoczynno$¢ tarczycy, ist-
nieje takze takie ryzyko w drugiej polowie
ciazy. W przebiegu AITD moze dochodzi¢
do trudnych do przewidzenia zmian pro-
porcji réznych aktywnosci przeciwcial
przeciwreceptorowych (TSI i TBAb)
w obrebie puli TRAb, co powoduje zmia-
n¢ manifestacji klinicznej choroby. I tak
przewlekte zapalenie tarczycy przebiegaja-
ce z niedoczynno$cia tarczycy moze prze-
ksztalci¢ sie w GD. Natomiast u 10-20%
pacjentéw po okresie eutyrozy osiagnietej
w wyniku leczenia farmakologicznego
wystepuje niedoczynno$¢ tarczycy. Prze-
ciwciala przeciwtarczycowe, podobnie jak
TSH oddzialywuja na wszystkie tkanki,
w ktorych obecny jest TSH-R. W powikla-
niach towarzyszacych AITD, w oftalmo-
patii i dermopatiach TSH-R ulega wzmo-
zonej ekspresji w preadipocytach i fibro-
blastach, ktére takze staja si¢ potencjalny-

mi miejscami dzialania TRAb. Takze przy-
sadkowy TSH-R odpowiedzialny za
zwrotne hamowanie sekrecji TSH moze
by¢ rozpoznawany przez TRAb. Mecha-
nizm powodujacy z jednej strony nad-
czynno$¢ tarczycy (zwiazany z pobudze-
niem TSH-R przez TSI) moze wigc wply-
waé hamujaco na sekrecje TSH przez
przysadke. Ttumaczy to, dlaczego pacjen-
ci, ktérzy osiagneli eutyreoze w trakcie le-
czenia GD czgsto maja dlugotrwale obni-
zone stezenie TSH.

Podsumowanie
Oznaczanie stezenia autoprzeciwcial prze-
ciw receptorowi TSH przy pomocy testow
immunochemicznych jest coraz szerzej
stosowane w diagnozowaniu przyczyn
nadczynnosci tarczycy o nieznanej etiolo-
gii, monitorowaniu leczenia choroby Gre-
vesa-Basedowa oraz przewidywaniu praw-
dopodobienistwa jej nawrotu. Jest szcze-
g6lnie przydatne w ocenie ryzyka wysta-
pienia nadczynnosci lub, znacznie rza-
dziej, niedoczynnosci tarczycy u noworod-
kéw matek z GD spowodowanej przez
przeciwciata matki przechodzace przez lo-
zysko, a takze w réznicowaniu poporodo-
wego zapalenia tarczycy i GD w przypad-
kach tyreotoksykozy poporodowej.
Niniejszy artykul opiera sie w czesci na
pracy autoréw ,Autoprzeciwciala przeciwko
receptorowi TSH w etiologii i diagnozowaniu
chordb tarczycy” Twéj Mag. Med. 7/2004, str.
28-35. Pismiennictwo dostgpne u autoréw.
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Elecsys anti-TSHR

Pierwsze automatyczne iloSciowe oznaczanie przeciwciat
skierowanych przeciwko receptorowi TSH (TRAb)
materiat: surowica
czas oznaczania: 18 min.
zakres pomiarowy: 0,3-40,0 |U/L
Standaryzacja wg. miedzynarodowego wzorca NIBSC 90/672
Aplikacje do oznaczania na analizatorach:

Elecsys 2010, Modular PE, Modular E170, cobas 6000, cobas e601, cobas e411
Odczynnik + kalibrator:

Elecsys anti-TSHR, Nr kat.: 04388780190 (100 oznaczen)

Materiat kontrolny:

PreciControl ThyroAB, Nr kat.: 05042666190 (2 x 2,0 ml)
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Diagnostyka zaburzen biochemicznych
w zespole metabolicznym

Grazyna Odrowqz-Sypniewska, Katedra i Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej,

Collegium Medicum, Uniwersytet M. Kopernika, Bydgoszcz

Zespdl metaboliczny cechuje si¢ jednocze-
snym wystepowaniem $cile ze soba po-
wiazanych zaburzen klinicznych i bioche-
micznych: otylosci brzusznej, opornosci na
insuling, hiperglikemii, dyslipidemii, oraz
nadci$nienia tetniczego, ktére zwigkszaja
ryzyko chorobowosci i umieralnosci z po-
wodu choroby niedokrwiennej serca. Pato-
geneza tego zespolu jest ztozona a mecha-
nizmy prowadzace do szeregu zaburzen
biochemicznych nie zostaly do korica wyja-
$nione. ,Epidemia” otylosci centralne;j
(brzusznej) zwigksza ryzyko wystepowania
zespolu metabolicznego u oséb dorostych
w kazdym zakatku $wiata. Czesto$¢ zespo-
tu metabolicznego waha si¢ od 10-15%
w Finlandii do 22% w Stanach Zjednoczo-
nych. Dane dla populacji polskiej r6znia si¢
w zaleznosci od przyjetych dla zespotu me-
tabolicznego kryteriéw, ale sa zblizone do
danych amerykanskich. Otylos¢ i zespél
metaboliczny nasilaja 5-krotnie ryzyko wy-
stepowania cukrzycy typu 2.

Istnieje kilka definicji zespolu metabo-
licznego, w tym definicja ustalona przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (1998 r.),
wedlug ktorej otylo§¢ definiowana jest
wskaznikiem masy ciala BMI > 30 kg/m’
oraz przez NCEP-ATP III (2001 r.) — okresla-
jaca otylo$¢ miarg obwodu talii: dla kobiet
>88 cm, dla mezczyzn >102 cm. Zgodnie
z najnowszg definicja wypracowana przez
Miedzynarodowa Federacje Cukrzycowa —
IDF (2005 r.) na otylo$¢ brzuszng wskazuje
obwdd talii >80 cm u kobiet i >94 cm
u mezczyzn. Podobnie, zmienialy si¢ kryte-
ria zaburzen gospodarki weglowodanowej
i podwyzszonych wartosci ci$nienia tetnicze-
go. Bardziej zaostrzone, w poréwnaniu do
definicji WHO czy NCET ATP, kryteria IDF
podaja warto$¢ 100 mg/dl glikemii na czczo
i ci$nienie 130/85 mm Hg.

W zespole metabolicznym charaktery-
stycznymi cechami dyslipidemii sg hiper-

triglicerydemia (>150 mg/dl lub >1,7
mmol/L) i obnizone stezenie HDL-chole-
sterolu (<50 mg/dl lub <1,29 mmol/L dla
kobiet; <40 mg/dl lub 1,03 mmol/L dla
mezczyzn). Przyjmuje si¢ takze, iz opty-
malne stezenie cholesterolu calkowitego
powinno wynosi¢ <200 mg/dl (<5,1
mmol/L) a LDL-cholesterolu <100 mg/dl
(2,6 mmol/L). Wykazano, ze u 0s6b z oty-
toscia brzuszna i cukrzyca, dyslipidemie
charakteryzuje wystepowanie zwigkszonej
liczby tzw. matych gestych LDL. Bioche-
micznym odzwierciedleniem liczby i wiel-
kosci czasteczek LDL jest stezenie apoli-
poproteiny B (apoB). Im wigcej klinicz-
nych objawéw zespolu metabolicznego
tym wyzsze s3 stezenia apoB i nizsze apo
A-I, gléwnego bialka frakcji HDL, czemu
towarzysza wyzsze wartosci apoB : apoA-1.
W 3-letniej obserwacji me¢zczyzn z obja-
wami zespolu metabolicznego, osoby,
u ktérych wskaznik apoB: apoA-I wynosit
>0,74 (umiarkowane ryzyko), wykazywa-
ty istotng progresje zmian miazdzycowych
ocenianych poprzez pomiar grubosci
kompleksu btony wewnetrznej i srodko-
wej tetnic szyjnych.

W otylosci tkanka tluszczowa wykazu-
je cechy opornoéci na insuling co wiaze si¢
z zaburzeniem metabolizmu glukozy
w mie$niach i watrobie. Oznaczenie steze-
nia glukozy w osoczu na czczo i po doust-
nym obciazeniu glukoza (DTTG) umozli-
wiaja rozpoznanie nieprawidlowej tole-
rangji glukozy i cukrzycy. Zgodnie z wy-
tycznymi IDF stezenie glukozy w osoczu
w zakresie 100-126 mg/dl (5,6-7,0
mmol/L), a w DTTG po 2 godz. w grani-
cach 140-200 mg/dl (7,8-11,2 mmol/L)
wskazuja na uposledzenie tolerancji glu-
kozy natomiast stezenie powyzej
126 mg/dl oraz w DTTG po 2 godz.
>200 mg/dl wskazuja na obecno$¢ cu-
krzycy typu 2. Dla oceny opornosci tka-

nek na insuling konieczne jest oznaczenie
stezenia insuliny lub C-peptydu, nato-
miast zalezno$¢ miedzy glikemia i insuli-
nemia najprosciej okresla si¢ poprzez wy-
liczenie wskaznika homeostazy HOMA
(insulinemia x glikemia /22,5).

Ostatnio wskazuje si¢ na role y-gluta-
mylotranspeptydazy (GGTP) jako czynni-
ka ryzyka cukrzycy typu 2 i choroby niedo-
krwiennej. Wykazano zwiazek pomiedzy
aktywnoscig tego enzymu a cukrzyca typu
2 i nadci$nieniem. Sugeruje si¢, ze GGTP
jest nie tylko wskaznikiem stresu oksyda-
cyjnego, ale takze zwigksza powstawanie
wolnych rodnikéw tlenowych. Ryzyko
wzgledne rozwoju cukrzycy typu 2 jest tym
wigksze im wyzsza jest aktywno$¢ GGTP.
U o0s6b z cukrzyca typu 2 zwiazek miedzy
BMI a GGTP zalezy istotnie od aktywnosci
enzymu. Czym wyzsze wartosci GGTP tym
obserwowano silniejsza zalezno$¢ miedzy
BMI a dyslipidemig i glikemia.

U o0s6b z zespolem metabolicznym
czesto wykrywa sie mikroalbuminurie.
Zwigkszone wydalanie albumin koreluje
zaburzeniem czynnoéci §rédblonka, oty-
toscia, insulinoopornoscia, hiperlipide-
mig oraz zwigkszonym ryzykiem wysta-
pienia choroby niedokrwienne;.

Takze hiperurykemia moze stanowié
element zespolu metabolicznego stwier-
dzono bowiem, iz stezenie kwasu moczo-
wego obniza si¢ wraz ze spadkiem masy
ciala i zmniejszeniem ci$nienia krwi, jed-
nak nadal dyskutuje si¢ czy jest to wskaz-
nik, czy czynnik ryzyka. Mechanizmy pro-
wadzace do wzrostu stezenia kwasu mo-
czowego w zespole metabolicznym sa r6z-
ne: zaburzenie funkgji §rédblonka naczy-
niowego, hiperinsulinemia obnizajaca
wydalanie kwasu moczowego przez nerki
oraz nieprawidlowa przemiana wolnych
kwasow tluszczowych (WKT), ktérych
nadmierne st¢zenie we krwi jest cecha
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charakterystyczna w otylosci, stanowiaca
przyczyne retencji kwasu moczowego.

Otylos¢, a szczeg6lnie nadmiar tkanki
tluszczowej trzewnej stanowi kluczowy
element w zespole metabolicznym. Nasi-
lona lipoliza w tkance ttuszczowej, stymu-
lowana przez syntetyzowany w nadmiarze
przez komorki ttuszczowe TNF-q, prowa-
dzi do zwigkszonego stezenia WKT i ha-
mowania dzialania insuliny na komoérki.
W otylosci tkanka tluszczowa wykazuje
cechy opornoéci na insuling, co wiaze si¢
z zaburzeniem metabolizmu glukozy
w mie$niach i w watrobie.

Cechg charakterystyczna zespotu me-
tabolicznego jest wystepowanie stanu
prozapalnego i prozakrzepowego. W pa-
togenezie zespolu metabolicznego zwia-
zanego z otyloécia istotnym zjawiskiem
jest nasilona synteza biologicznie aktyw-
nych prozapalnych czasteczek — adipokin
przez tkanke tluszczowa oraz obnizona
synteza i uwalnianie adipokin o wlasci-
wosciach  przeciwzapalnych. Tkanka
tluszczowa poprzez swoja funkeje endo-
krynna jest istotnym regulatorem wielu
proceséw w organizmie takich jak taknie-
nie, metabolizm lipidéw i glukozy, od-
pornos$é, angiogeneza, ci$nienie krwi, he-
mostaza i reakcja ostrej fazy, a adipokiny
spelniaja role bialek sygnatowych. Cha-
rakterystyczny dla otylosci stan zapalny
o niewielkim nasileniu tlumaczy wyste-
powanie nasilonych zmian miazdzyco-
wych w zespole metabolicznym i zwigk-
szone ryzyko wystepowania incydentéw
wiencowych. Adipokiny prozapalne po-
chodza zaréwno z adipocytéw i fibrobla-
stow, jak tez z makrofagéw, ktére nacie-
kaja tkanke tluszczowa trzewna. Komorki
tkanki tluszczowej syntetyzuja ponad 50
réznych zwigzkéw. Niektére z nich jak
IL-6, TNF-0, rezystyna, CRP, lipokalina-2
czy PAI-1 sa tylko w niewielkiej mierze
syntetyzowane przez komorki thuszczowe
(10-12%), z kolei inne: leptyna, adipo-
nektyna i biatko wiazace retinol (RBP-4)
sa syntetyzowane prawie wylacznie przez
adipocyty.

Do grupy prozapalnych cytokin i bia-
tek cytokinopodobnych, ktérych synteza
i uwalnianie znacznie wzrastaja w otyloéci
naleza: leptyna, TNF-a i IL-6, CRP, lipo-
kalina-2.

Leptyna — wykazuje wielokierunkowe
dziatanie: prozapalne, immunomoduluja-
ce 1 odpowieda za regulacje apetytu przez
podwzgdrze i bilans energetyczny. Moze
dziala¢ takze jako czynnik angiogenny
oraz po$redniczy¢ w procesie krzepnigcia
poprzez plytkowy receptor leptyny.

TNF-a — jest czynnikiem o pleotropo-
wym dzialaniu a jego nasilona ekspresja
w komorkach tkanki tluszczowej wiaze si¢
z indukcja opornoéci na insuling.

IL-6 — u 0s6b z otytoscia i opornoscia
na insuling jej podwyzszone stezenie mo-
ze by¢ rozpatrywane jako czynnik predyk-
cyjny cukrzycy typu 2 i ostrych zespoltow
wienicowych.

CRP — u 0s6b z nadwaga lub otyloscia
najprostszym sposobem stwierdzenia sta-
nu prozapalnego o niewielkim nasileniu
jest oznaczenie stezenia tego biatka meto-
da o wysokiej czulosci. Wykazano, ze
w zespole metabolicznym istnieje silna
korelacja dodatnia pomiedzy stezeniem
CRP a PAI-1 oraz insulinopornoscia.

Lipokalina-2 syntetyzowana przez ko-
morki wielu tkanek, takze przez adipocyty,
niedawno zostala opisana jako wskaznik
stanu zapalnego o niewielkim nasileniu,
ktérego stezenie znacznie wzrasta u oséb
z otylo$cia i jej powiklaniami metabolicz-
nymi. Najnowsze badania dowodza, ze im
stezenie lipokaliny-2 wyzsze tym wigksza
masa tkanki thuszczowej, wigksza insulino-
opornoé¢, hiperglikemia i hipertriglicery-
demia a nizsze stezenie HDL-cholesterolu.

Typowa cecha charakterystyczna ze-
spolu metabolicznego jest wystepowanie
stanu prozakrzepowego. Przewlekly stan
zapalny oraz nasilona lipoliza w tkance
tluszczowej stymuluja ekspresje i synteze
PAI-1 i obnizaja konwersje plazminogenu
do plazminy przyczyniajac si¢ do zaha-
mowania fibrynolizy.

PAI-1 jest bialkiem fibrynolitycznym,
ktérego podwyzszona aktywno$¢ u osob
otytych koreluje dodatnio ze stezeniem CRP
1 insulinoopornoscia natomiast ujemnie ze
stezeniem przeciwzapalnej adiponektyny.

Adiponektyna — jest kluczowym bial-
kiem syntetyzowanym przez komoérki
tluszczowe, ktérego stezenie we krwi jest
znacznie wyzsze w poréwnaniu do innych
adipocytokin. Ma wielokierunkowe dzia-
tanie, ale u 0s6b otylych pelni role naj-
wazniejszej adipokiny przeciwzapalnej.
W otytosci i cukrzycy typu 2 stezenie adi-
ponektyny jest znacznie obnizone. Prze-
ciwzapalny charakter adiponektyny ha-
muje szereg proceséw wynikajacych
z prozapalnego dzialania TNF-a. Adipo-
nektyna reguluje wrazliwo$¢ na insuling
(w watrobie i mie$niach ma dzialanie in-
sulinopodobne) i zapobiega zmianom za-
palnym w naczyniach. Podanie rekombi-
nowanej ludzkiej adiponektyny nasila
przyswajanie glukozy przez migénie, po-
prawia wrazliwo$¢ na insuline i obniza
glukoneogeneze¢ w watrobie. Stezenie adi-
ponektyny moze by¢ czynnikiem predyk-
cyjnym wystapienia cukrzycy i ryzyka
choroby niedokrwienne;j.

Opisane powyzej zaburzenia syntezy
i uwalniania prozapalnych i prozakrzepo-
wych adipokin wiaza otylo§¢ centralng-
-brzuszng z powiklaniami metaboliczny-
mi. Mechanizmy dzialania adipokin w ze-
spole metabolicznym nie zostaly jeszcze do
konica poznane a jest to niezbedne w celu
zastosowania odpowiedniego i efektywne-
go leczenia. Wiadomo jednak, ze obnizenie
masy ciala i zwigkszenie aktywnosci fizycz-
nej moze zapobiec powiktaniom zespolu
metabolicznego a w konsekwencji zmniej-
szy¢ ryzyko cukrzycy typu 2 i choréb roz-
wijajacych si¢ na podlozu miazdzycy.

Pismiennictwo dostgpne w redakcji.

cobas 6000



LabForum

luty 2008

Wartos¢é diagnostyczna testu STA-Liatest D-dimer
u pacjentow ambulatoryjnych
z podejrzeniem zatorowosci ptucnej

W. Ghanima,”* M. Abdelnoor,” M.-C. Mowinckel? i P. M. Sandset?

'Department of Medicine, Qstfold Hospital Trust, Fredrikstad, °Department of Haematology,
and *Centre of Clinical Research, Ulleval University Hospital, Oslo, Norwegia

Streszczenie

Badania wykazaly, Ze oznaczanie dimeru D
moze w niezawodny sposéb wykluczy¢ za-
torowo$¢ plucng (ZP) u pacjentéw ambula-
toryjnych. Jednakze rézne testy wykazuja
si¢ rozna czutoscia i swoistoscia w wykry-
waniu zakrzepicy. Celem niniejszej pracy
byta ocena w prospektywnym badaniu war-
to$ci diagnostycznej STA-Liatest D-Di
u pacjentéw ambulatoryjnych kierowanych
z podejrzeniem ZP. 495 kolejnych pacjen-
téw z podejrzeniem ZP kierowanych do
Ostfold Hospital Trust we Fredrikstad, po-
miedzy lutym 2002 a grudniem 2003 wla-
czono do badania oceniajacego algorytm
decyzyjny laczacy ocen¢ prawdopodobien-
stwa klinicznego (PK), oznaczenia dimeru
D oraz wielorzgdowa tomografie kompute-
rowa (MSCT). Oznaczenia dimeru D
wykonywano jako pierwszy test. U pacjen-
tow z wynikiem oznaczenia dimeru D
<0,4 mg/l i niskim/posrednim PK zanie-
chano dalszych badan. U pozostalych pa-
gjentéw wykonywano MSCT. Wszyscy pa-
¢jenci byli poddani 3 miesiecznej obserwa-
¢ji celem okreslenia ryzyka zakrzepowo-za-
torowego w tym czasie. Koricowg kohorte
stanowilo 432 pacjentéw. ZP zdiagnozo-
wano u 102 (23%) pacjentéw. Przy punk-
cie odciecia dla dimeru D na wartosci
0,4 mg/l oznaczenia mialy najwyzsza czu-
toé¢ (100%) i swoistos¢ (36%). W bez-
pieczny sposéb wykluczyly ZP u 120
(28%) pacjentéw. Wspodlczynniki kappa
dla poréwnan wobec testow VIDAS
i Asserachrom wykazaly dobra zgodnos¢.
STA-Liatest jest niezawodnym i uzytecz-
nym testem, z pomoca ktérego mozna bez-
piecznie wykluczy¢ ZP u pacjentéw ambu-
latoryjnych, o wartosci diagnostycznej po-

10

réwnywalnej z oznaczaniem stgzenia di-
meru D w teScie immunoenzymatycznym.

Slowa Kluczowe: dimer D, zatorowos¢ phuc-
na, czulo$é, swoistosé, krzywa operacyjna
zalezna od operatora.

Dimer D obecne w osoczu jest produk-
tem degradacji usieciowanej fibryny poprzez
plazmine. Podwyzszone stezenie dimeru
D wystepuje w stanach prowadzacych do ak-
tywacji krzepniecia krwi i tworzenia si¢ fi-
bryny*, np. u pacjentéw z ostra chorobag za-
krzepowo-zatorowa, ale réwniez w kazdym
innym stanie zwigzanym z tworzeniem si¢
fibryny, takim jak nowotwdr, ciaza, zabieg
operacyjny i choroba zapalna. Ogdlnie ozna-
czenia dimeru D cechujg si¢ wysoka czuto-
$cia, ale niezadowalajaca swoistoscia w wy-
krywaniu zylnej choroby zakrzepowo-zato-
rowej (ZChZZ).

Do oznaczen dimeru D komercyjnie do-
stepne jest kilka testow. Jednakze testy te r6z-
nia si¢ swoistoscia przeciwcial oraz metody-
ka**. W rezultacie i rozne testy wykazuja sie
rézna wartoscig diagnostyczna i wlasnoscia-
mi, a zatem wyniki oznaczen przy uzyciu
réznych testéw nie sq zamienne"".

Obecnie dostepne s trzy metody ozna-
czania dimeru D: test immunoenzymatycz-
ny (ELISA), test aglutynacji w pelnej krwi
oraz test aglutynacji lateksowej. W wykry-
waniu  ZChZZ  najwyzsza  czulosé
(94-100%) wykazuja testy oparte na meto-
dzie ELISA i powszechnie uznaje si¢ je za
zloty standard oznaczania dimeru D',
Testy aglutynacji w pelnej krwi maja nizsza
czulo$¢ (80%), natomiast znacznie wyzsza
swoisto$¢ (90-95%) "'. Testy immunoturbi-
cechuja  sig

dymetryczne czuloscia

(90—-100%) i swoistoscia (30— 50%) zblizo-
na do testow opartych na ELISA™'*"*, ale
ich gléwna zaleta jest bardzo krétki czas
oznaczania, co czyni te testy wysoce przy-
datnymi do stosowania w izbie przyjec.

Z powodu wysokiej czutosci, wykonalno-
éci, a takze wzglednie niskiego kosztu, ozna-
czenia dimeru D sa coraz czgéciej stosowane
jako test pierwszego wyboru u pacjentéw
z podejrzeniem ZChZZ". W kilku bada-
niach oceniano role oznaczen dimeru D
u tych pacjentéw > '*'**'. Czule testy moga
wykluczy¢ zatorowos¢ ptucng (ZP) do 30%
pagjentéow ambulatoryjnych " . Jednakze
nadal przedmiotem powaznej debaty jest to,
jak i kiedy zastosowa¢ oznaczanie dimeru D
w diagnostyce ZP .

W niniejszej pracy oceniano warto$¢ dia-
gnostyczng powszechnie stosowanego testu
immunoturbidymetrycznego (STA-Liatest
D-Di, Diagnostica Stago) u pacjentéw am-
bulatoryjnych z podejrzeniem ZP wykorzy-
stujac jako test referencyjny wielorzedowa
tomografie komputerowa (MSCT). Dodat-
kowo warto$¢ diagnostyczna testu poréwny-
wano z dwoma uznanymi testami do ozna-
czania dimeru D.

Pacjenci i metody

Pacjenci

Projekt badania opisano szczegdtowo
w pracy Ghanima i wsp. (2005). W skrdcie,
495 kolejnych pacjentéw kierowanych z po-
dejrzeniem ZP do Ostfold Hospital Trust
we Fredrikstad pomiedzy lutym 2002
a grudniem 2003 roku, wlaczano do bada-
nia Kklinicznego majacego na celu oceng al-
gorytmu decyzyjnego laczacego oznaczenia
dimeru D i MSCT. Pacjentéw kwalifikowa-
no w przypadku istniejacego klinicznego
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podejrzenia ZP, zdefiniowanego jako ostry
poczatek dusznosci, bol w klatce piersiowej,
kolatanie lub omdlenie i jesli mieli oni 218
lat. Pacjentéw okreslono jako ambulatoryj-
nych gdy czas pomiedzy przyjeciem do szpi-
tala a poczatkiem klinicznego podejrzenia
ZP wynosil ponizej 48 h. Protokdl badawczy
zostal zatwierdzony przez Lokalng Komisje
Etyczna. Wszyscy pacjenci udzielili $wiado-
ma pisemna zgod¢ w w oparciu o Popra-
wiong Deklaracja Helsinska.

Algorytm diagnostyczny

Dimer D oznaczano przy uzyciu testu STA-
-Liatest D-Di, jak opisano ponizej. W opar-
ciu o dane producenta i zawarte w po-
przednich doniesieniach>", jako punkt od-
cigcia w algorytmie diagnostycznym defi-
niujacym kolejny etap diagnostyki wybra-
no warto$¢ stezenia dimeru D <0,4 mg/L.
Nastepnie prowadzono chorych wedlug
prawdopodobienstwa klinicznego (PK),
ktére byto oceniane przez leczacego lekarza
w oparciu o obecnoé¢ czynnikéw ryzyka,
wyniki prze$wietlenia klatki piersiowej, ga-
zometri¢ krwi tetniczej oraz prawdopodo-
bienstwo rozpoznania alternatywnego we-
diug kryteriéw zaproponowanych przez
Hyers (1999) (Tabela 1.).

U pagjentéw ze stezeniem dimeru D
<0,4 mg/L oraz niskim lub posrednim (ni-
skie/posrednie) PK, ZP uznawano za nie-
obecna i u tych pacjentéw zaniechano do-
datkowych badan. Badania radiologiczne

przeprowadzano, jesli w 3 miesiecznym
okresie obserwacji byli ponownie przyjmo-
wani z klinicznymi objawami ZChZZ.

U pacjentéw z prawidlowym stezeniem
dimeru D (<0,4 mg/L), ale wysokim PK
oraz pacjentéw z podniesionym stezeniem
dimeru D wykonywano MSCT. Przy nie-
jednoznacznych wynikach MSCT rozpo-
znanie weryfikowano za pomoca ultraso-
nografii uciskowej konczyn dolnych, scyn-
tygrafii perfuzyjnej ptuc lub angiografii
pluc. Wszyscy pacjenci, u ktérych wyklu-
czono ZP poprzez oznaczenia dimeru
D lub MSCT byli poddani 3 miesiecznemu
okresowi obserwacji celem oceny ryzyka
wystapienia ZChZZ".

Zatem same wyniki obserwacji stuzyty
jako test referencyjny dla pacjentéw z po-
ziomem dimeru D <0,4 mg/L i niskim/po-
$rednim PK, natomiast wyniki MSCT i ob-
serwacji byly odniesieniem dla pozostalych
pacjentéw.

Pobieranie krwi i oznaczenia dimeru D

Przy przyjmowaniu pobierano pelna krew
(dziesig¢ porcji) byta do probéwek proz-
niowych (Vacutainer, Becton-Dickinson)
zawierajacych 0,129 mol/L cytrynianu sodu
(jedna porcja), po czym wirowano 15 min
przy 2600 g. Swieze probki oznaczano przy
uzyciu testu STA-Liatest D-Di w Central-
nym Laboratorium w Ostfold Hospital Trust
w Fredrikstad. Osocza otrzymane od 291
pacjentéw byly porcjowane i przechowywa-

Tabela 1. Ocena prawdopodobieinstwa klinicznego zatorowosci ptucnej
wedtug kryteriow zaproponowanych przez Hyers (1999).

[

ysokie prawdopodobiefistwo kliniczne:
Obecny czynnik ryzyka*

wytlumaczy¢ inna przyczyna
Posrednie prawdopodobienistwo kliniczne:
Niskie prawdopodobiefistwo kliniczne:

obecnoécia innego zaburzenia

\ maczy¢ obecnoécig innej patologii

Duszno$¢, tachypnoe lub bél optucnowy, ktérych nie mozna wytlumaczy¢ inng przyczyna
Nieprawidtowosci radiograficzne i zaburzenia wymiany gazowej, ktérych nie mozna
Ani wysokie, ani niskie prawdopodobienistwo kliniczne

Duszno$¢, tachypnoe lub bél oplucnowy moga by¢ obecne, ale mozna je wyttlumaczy¢

Nieprawidlowosci radiograficzne i zaburzenia wymiany gazowej, ale mozna je wyttu-

\

J

* Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa w wywiadzie rodzinnym, nowotwér, trombofilia, unieruchomienie >3 d.,

zabieg operacyjny w ciagu poprzednich 12 tygodni, doustne $rodki antykoncepcyjne, hormonoterapia zastepcza,

niedawna podréz droga lotnicza >4 godz. w ciagu ostatnich 2 tygodni, okres poporodowy.

ne w —70°C do testdw poréwnawczych.
Prébki te nastepnie analizowano w Haema-
tology Research Laboratory, Department of
Haematology, Ulleval University Hospital.

Oznaczenia STA-Liatest D-Di wykony-
wano w automatycznym analizatorze krzep-
nigcia (STA-R; Diagnostica Stago). Ten test
jest ilosciowa, immunoturbidymetryczna
metoda wykorzystujaca dwa przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciw dimero-
wi D i kowalencyjnie zwiazane z mikrocza-
steczkami lateksu. Dimer D oznaczano réw-
niez w przechowanych prébkach z wykorzy-
staniem dwoch ilosciowych testéw opartych
na metodzie ELISA: VIDAS d-dimer New
(BioMerieux) w immunoanalizatorze VI-
DAS (BioMerieux) oraz Asserachrom d-di-
mer ELISA (Diagnostica Stago). Technicy
wykonujacy testy nie znali danych klinicz-
nych pacjentéw.

Analiza statystyczna

Czulo$¢, swoisto$é, negatywne i pozytywne
wartosci predykcyjne (NPV i PPV) oraz
ilorazy wiarygodnosci (LR) wyliczono przy
pomocy oprogramowania OPENEPI
(Atlanta, GA, USA). Znaczace roznice we
wspoélczynnikach umieralnoéci badano
przy uzyciu 3 x 2 tablicy rozkladu testu chi-
-kwadrat przy wartosci p wynoszacej 0,05.
Do analizy zaleznosci dawka-odpowiedz
wykorzystano test Mantela-Haenszela tren-
du liniowego . Krzywe operacyjne zalezne
od operatora (krzywe ROC) tworzono wy-
kreslajac czulo$¢ (true positive rate = TP)
wobec 1-swoisto$¢ (false positive rate = FP)
z zastosowaniem kalkulatora internetowe-
go do tworzenia krzywych ROC umieszczo-
nego na stronie Uniwersytetu Johnsa Hop-
kinsa (Baltimore, MD, USA).

Zgodno$¢ pomiedzy dwoma testami
oceniano wyliczajac wspélczynnik kappa
(Cohena) wykorzystujac kalkulator inter-
netowy MedCalc 3000. Warto$¢ kappa
>0,81 przedstawiala doskonala zgodnos¢,
0,80-0,61 dobra zgodnos¢, 0,60-0,41 $red-
nig zgodno$¢, 0,40-0,21 stabg, a <0,20 ma-
la zgodnos¢.

Wyniki

Do badania zakwalifikowano calkowita licz-
be 492 pacjentéw. Szesédziesigciu pacjentéw
wylaczono. Konicowa kohorte stanowito 432
pacjentéw (mezczyzni/kobiety = 201/231).
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Mediana wieku wyniosta 58 lat (zakres od 18
do 94 lat). Przyczyny wylaczenia oméwiono
w innym miejscu .

Zatorowo$¢ plucna zdiagnozowano
u 102 pacjentéow [23,6% (95% CI
20-28%)]. Obrazy uzyskane w MSCT byly
jednoznacznie dodatnie u 93 pacjentéw
[21,5% (95% CI 18-26)]. U dziewigciu pa-
gjent6éw interpretacja byla mniej jasna. Jed-
nakze ci pacjenci otrzymywali leczenie
przeciwkrzepliwe z powodu rozpoznania
77G na podstawie dodatniego wyniku ul-
trasonogafii w dwdéch przypadkach oraz
klinicznej oceny popartej wynikiem MSCT
przy braku alternatywnej diagnozy u pozo-
statych siedmiu pacjent6w.

Krzywa ROC dla STA-Liatest D-Di zo-
stala utworzona na podstawie wynikéw
oznaczen dimeru D dla calej kohorty wyka-
zujac czuloéé i 1 — swoisto§¢ przy réznych
punktach odcigcia (Ryc. 1.). Warto$¢ pola
pod krzywa (ang. area under curve, AUC)
oszacowano na 0,854. Najwyzsza czulo$é
i negatywna warto§¢ predykcyjna osiagana
w tym tescie wyniosta 100%. Wedlug anali-
zy krzywej ROC najwyzszy punkt odciecia
dajacy 100% czulo$¢ znajdowat si¢ przy
wartosci 0,4 mg/L. U 120 pacjentéw [28%
(95% CI 24-32)] warto$¢ stezenia dime-
ru D byla 0,4 mg/L. Swoisto$¢ i NPV przy
poziomie odcigcia wyniosty odpowiednio
36% i100%. PK dla ZP bylo niskie/posred-
nie u 103 (86%), a wysokie u pozostatych 17
(14%) pacjentéw. U zadnego z tych 17 pa-
gjentéw nie zdiagnozowano ZP w MSCT.
Ryzyko zakrzepowo-zatorowe w 3 miesia-
cach dla pacjentéw z wartoscig dimeru D
<0,4 mg/L wyniosto 0% (95% CI 0-2,5%).

UL RS

BLEC DRT

Ryc. 1. Krzywe operacyjne zalezne od operatora
dla STA-Liatest D-Di (n = 432), VIDAS d-dimer
(n = 291) i Asserachrom d-dimer (n = 291). O$ odcie-
tych = czuto$¢, rzednych = swoisto$¢. AUC, pole pod
krzywa

Efekt podnoszenia poziomu odcigcia
na warto$¢ diagnostyczna testu ilustruje
Tabela 2. Tylko u jednego pacjenta doszlo
do ZP przy stezeniu dimeru D wynosza-
cym 0,5 mg/L, co wplynelo na wartoé¢
diagnostyczna tego testu nieznacznym
obnizeniem czuloéci (99%) za cene pod-
niesienia swoistosci do 43%.

PK dla ZP oszacowano u 398 (92%)
pacjentéw. Niepelna diagnostyka unie-
mozliwila oszacowanie PK u pozostalych
8% pacjentéw. ZP zdiagnozowano u 47
z 305 (15%) pacjentéw z niskim/posred-
nim PK oraz u 41 z 79 (52%) pacjentéw
z wysokim PK.

Chorobowos¢ na ZP stopniowo rosta
wraz z stezeniem dimeru D (Tabela 3.);
dla wartosci 1-2,4 i 22,5 mg/L nastapil
odpowiednio 2,5- i sze$ciokrotny wzrost
chorobowosci na ZP, w poréwnaniu z za-
kresem 0,5-0,9 mg/L. Analiza trendu dala
Xwend = 56,18 przy df = 1 (p < 0,0005), wy-
kazujac znamienna zalezno$¢ dawka—od-
powiedZ pomigdzy stezeniem dimeru D
a czestoScia ZP.

Podczas 3 miesiecznego okresu obser-
wagji zmarlo dziewigciu pacjentéw. Czte-
rech z nich leczono z powodu ZP. Jednak-
ze wszystkie zgony nastapily u cho-
rych z wynikami oznaczeh dimeru D
22,5 mg/L dajac w tej grupie po trzech
miesiagcach wspolczynnik umieralnosci
7,7% (95% CI 3,9-153) (P < 0,0005).

Poréwnanie z testami VIDAS i Assera-
chrom d-dimer wykonano dla 291 pa-
gjentéw. Wspdlczynnik zgodnosci kappa
pomiedzy STA-Liatest D-Diwobec VIDAS
i Asserachrom wykazal dobra zgodnos¢,

Tabela 2. Warto$¢ diagnostyczna STA-Liatest d-dimer przy r6znych wartosciach odciecia. 3 miesigczne ryzyko
zakrzepowo-zatorowe dla pacjentéw z wynikiem oznaczenia dimeru D <0,7 wyniosto 0%

Odciecie mg/L
czulo$¢ %
swoisto$¢ %
NPV %

PPV %

LR+

LR-

wskaznik wykluczenia %

0,3
100 (96,3-100)
31 (26,7-36,7)
100 (96,4-100)
31 (26,3-36,3)
1,4 (1,44-1,47)
0
24 (20-28)

W nawiasach podano wartosci 95% CI.

0,4
100 (96,3-100)
36 (31,3-41,6)
100 (96,9-100)
32 (27,7-38,0)
1,5 (1,55-1,58)
0
27,7 (23-32)

0,5
99 (94,0-99,0)
43 (38,3-49)
99,3 (96,2-99,8)
35 (29,9-40,8)
1,7 (1,73-1,77)
0,02 (0,0-0,16)
33,5 (29-38)

NPV, negatywna warto$¢ predykcyjna; PPV, pozytywna wartos$¢ predykeyjna; LR, iloraz wiarygodnosci.
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0,6 0,7
96 (90,3-98,4) 96 (90,3-98,4)
48 (4,1-53,8) 53,6 (48,5-59,2)

97,5 (93,9-99)
36,5 (31-42,4)
1,8 (1,84-1,88)
0,08 (0,04-0,13)
38 (33-42)

97,8 (94,4-99,1)
39,2 (33,3-45,3)
2,0 (2,05-2,11)
0,07 (0,04-0,11)
42 (37-46)
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Tabela 3. Chorobowos$¢ na zatorowo$¢ ptucng (ZP) wedtug stezenia dimeru D

Dimer D, mg/L 0,5-0,9 1,0-2,4 2,5
(nm) (86) (110) (116)
obserwowana ZP (n) 8 26 68
chorobowo$¢ na ZP (%) 9,6 23,6 60
iloraz szans 1 3,0 13,8
iloraz wiarygodnosci+ 0,3 1,0 4,6
Tabela 4. Wspétczynnik zgodnosci kappa
VIDAS Asserachrom
0,5 mg/I 0,5 mg/I|
STA Liatest < 0,5 mg/L 0,78 0,75
STA Liatest < 0,4 mg/L 0,80 0,77
Asserachrom <0,5 mg/L 0,91

sie najbezpieczniejszy, mozna uwzgledni¢
podniesienie poziomu odciecia do 0,5,
jednakze nalezaloby je stosowaé w $cistym
polaczeniu z ocena PK.

Stezenie dimeru D <0,4 mg/L stwier-
dzono u dziesigciu pacjentéw, zostali oni
jednak wykluczeni z badania z powodu nie-
przestrzegania protokotu. U zadnego z nich
w nastepnych 3 miesigcach nie wystapila
ZChZZ. Dolaczenie ich do pozostalych pa-
gjentéw z wynikami oznaczen dimeru D
<0,4 mg/L spowodowaloby podniesienie
catkowitej wydajnosci czuloéci diagno-
stycznej oznaczania D-dimeréw do 30%.

Pomimo ze ocena PK wydawala si¢ nie
odgrywa¢ zadnej roli przy poziomie od-
cigcia <0,4, to liczba pacjentéw w grupie

Tabela 5. Wartos¢ diagnostyczna testéw VIDAS i Asserachrom d-dimers u 291 pacjentéw

VIDAS

Asserachrom

Odciecie mg/L
czulo$¢ %
swoistos¢ %
NPV %
PPV %
LR+
LR-
wspolezynnik wykluczenia

0,5
100 (94,4-100)
43,3 (37-49,8)
100 (96,2-100)

33,6 (27,3-40,6)
1,76 (1,73-1,79)

0,0
33,6 (28-39)

0,6
100 (94,4-100)
47,3 (40,9-53,8)
100 (96,05-100)
35,3 (28,7-42,4)
1,89 (1,86-1,93)
0,0
36,7 (31-42)

0,5
100 (94,4-100)
41,1 (34,9-47,6)
100 (96,0-100)
32,8 (26,6-39,6)
1,69 (1,67-1,72)
0,0
31 (26-37)

0,6

98,4 (91,79-99,73)

47,3 (40,9-53,8)
99,0 (94,9-99,8)
34,9 (28,4-42,1)
1,87 (1,83-1,90)
0,032 (0,00-0,23)
37,1 (31-42)

W nawiasach podano warto$ci 95% CI.

NPV, negatywna warto$¢ predykcyjna; PPV, pozytywna warto$¢ predykcyjna; LR, iloraz wiarygodnosci.

co przedstawiono w Tabeli 4. Wartos¢ dia-
gnostyczna tych dwoch testéw zilustrowa-
no w Tabeli 5.

Dyskusja

Celem niniejszego badania byla ocena roli
i warto$ci diagnostycznej testu STA-Liatest
u pacjentéw ambulatoryjnych z podejrze-
niem ZP wiaczonych do prospektywnego
badania oraz weryfikacja wynikéw poprzez
poréwnanie wynikéw testu z rezultatami
otrzymanymi przy pomocy powszechnie
uznanych testéw opartych na metodzie
ELISA. Przy poziomie odcigcia 0,4 mg/L
skuteczno$¢ testu byta doskonala, bezpiecz-
nie wykluczajac ZP u 28% pacjentéw am-
bulatoryjnych (czuloé¢ 100%, swoisto§é
36%). Podniesienie poziomu odcigcia do
0,5 mg/L zwigkszylo swoistos¢ (43%)
i wspolczynnik wykluczenia (34%) kosz-
tem nieznacznego zmniejszenia czutodci

(99%) oraz NPV (99,3%) testu. Wartosci
odciecia >0,5 mg/L wiazaly si¢ ze zbyt duza
liczbg falszywie ujemnych wynikéw, aby
mogly by¢ uznane za przydatne w praktyce
Kkliniczne;j.

Poniewaz badanie MSCT wykonywa-
no u pacjentéw z PK niezaleznie od steze-
nia dimeru D, to rzeczywisty odsetek pa-
cjentéw, u ktérych wykluczono ZP po-
przez same oznaczenia dimeru D wyni6st
24% i 29% odpowiednio dla pozioméw
odcigcia 0,4 1 0,5 mg/L. ZP zdiagnozowa-
no jedynie u jednego pacjenta z warto$cia
0,5 mg/L w teScie STA-Liatest D-Di
(VIDAS = 0,698 mg/L, Asserachrom =
0,675 mg/L). Jednakze pacjent ten mial
wysokie PK dla ZP, a zatem jest malo
prawdopodobne, zeby nie postawiono
wlasciwego rozpoznania przy podniesie-
nia poziomu odcigcia do 0,5 mg/L. Pomi-
mo ze poziom odcigcia 0,4 mg/L wydaje

wysokiego ryzyka byla zbyt mata i 95%
przedzialy ufnosci byty zbyt szerokie, aby
wyciagaé ostateczne wnioski odnoénie
bezpieczenstwa oznaczenn D-dimeréw bez
oceny PK w grupie wysokiego ryzyka. Na-
wet je$li bezpieczenstwo takiego podejscia
jest udokumentowane, to jego wartos§¢
w tej grupie nadal bedzie kwestionowana
z powodu malej swoistoéci i w konse-
kwencji, nalezaloby zbada¢ duza liczbe
w celu wykluczenia ZP.

W kilku badaniach oceniano warto§¢
diagnostyczna STALiatest D-Di. Dla po-
ziomu odcigcia 0,5 mg/L czulo$¢ przedsta-
wiona w tych pracach ksztaltowala sig
w zakresie pomiedzy 94% a 100%>>>'"'>14%,
Jednakze wiele z tych badan bylo albo re-
trospektywnymi ’, niewielkimi badaniami
prospektywnymi wykonanymi gléwnie
dla pacjentéw z podejrzeniem zakrzepicy
zyt glebokich>'"* lub duzymi prospektyw-
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nymi badaniami, w ktérych retrospektyw-
nie analizowano STA-Liatest D-Diw prze-
chowywanych prébkach osocza’. Zgodnie
z wiedza autoréw, niniejsze badanie jest
najwigksza proba kliniczna oceniajaca
warto$§¢ diagnostyczna testu STA-Liatest
D-Di, wykonywanego w analizatorze STA-
-R, u pacjentéw z podejrzeniem ZP w ba-
daniu, w ktérym u wiekszosci pacjentéw
jako test referencyjny zastosowano MSCT.
W niniejszym badaniu test STA-Liatest
wykazywal niemal jednakowa warto$¢ dia-
gnostyczna, jak testy oparte na metodzie
ELISA w odniesieniu do jego bezpieczen-
stwa i skutecznosci. Test VIDAS powszech-
nie uznaje si¢ za zloty standard w oznacze-
niach dimeru D. Byl on weryfikowany
w wielu badaniach klinicznych. Dobrze
udokumentowano, ze przy pomocy tego
testu mozna bezpiecznie wykluczyé
ZChZZ u okolo 30% pacjentéw niezalez-
nie od PK*>'*". W analizie por6wnawczej
STA-Liatest wykazywal nieznacznie nizsza
swoisto§¢ w szczegdlnosci w poréwnaniu
z VIDAS d-dimer (Ryc. 1.). Ten trend za-
obserwowano w kilku innych pracach>'"*.
Przy 100% poziomie czulosci wspotczyn-
niki wykluczenia testéow VIDAS i Assera-
chrom przy poziomie odcigcia 0,5
mg/L wyniosly odpowiednio 34% i 32%
w poréwnaniu z 28% dla STA-Liatest (od-
cigcie 0,4 mg/L). Jednakze wykorzystanie
automatycznych analizator6w krzepnigcia
z krétkimi czasami oznaczania powoduje,
ze ten test jest wysoce atrakcyjny i odpo-
wiedni do stosowania w praktyce klinicz-
nej, szczegblnie w izbie przyjec.
Wskazniki zgodnosci pomiedzy tymi te-
stami byly dobre (Tabela 4.). Jednakze w in-
nych pracach przedstawiono znaczne rézni-
ce w stopniach zgodnosci od $redniej > *
do idealnej (Barro i wsp., 1999; Waser
i wsp., 2005). Na wyniki analiz poréwnaw-
czych mogly mie¢ wplyw réznice w miej-
scach wykonywania testow, a szczeg6lnie
STA-Liatest, ktory byl przeprowadzany w ru-
tynowo w klinice, podczas gdy testy ELISA
wykonywano w laboratoriach badawczych,
tj. w wystandaryzowanych warunkach.
Bosson i wsp. (2005) wykazali, ze war-
tosci oznaczen dimeru D >2 mg/L w do-
brze zdefiniowanej populacji niskiego ry-
zyka byly wskaZnikiem wystapienia ZP.
Dodanie PK do wyniku oznaczenh D-dime-
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réw >2 mg/L jeszcze podniosta warto§é
predykeyjna tego testu’. Niniejsze badanie
potwierdzito warto$¢ predykcyjna nieprawi-
dtowego wyniku STA-Liatest d-dimer w lo-
sowo wybranej kohorcie pacjentéw ambu-
latoryjnych (Tabla 3.). Chorobowo$¢ na ZP
rosla stopniowo wraz ze stezeniem dimeru
D az do 60% w grupie pacjentéw z wyni-
kiem oznaczen dimeru D 22,5 mg/L. Ten
wsp6lczynnik chorobowosci byl nieznacz-
nie wyzszy niz wspdtczynnik w grupie PK
niniejszego badania, ale blizszy przedsta-
wianemu w innych pracach wykorzystuja-
cych wystandaryzowane algorytmy rozpo-
znania (80%) *. Dlatego stratyfikacja pa-
¢jentéw zgodnie z warto$ciami oznaczenia
dimeru D umozliwia proste i szybkie osza-
cowanie prawdopodobienistwa ZP, ktore
byloby warto$ciowe w diagnostyce pacjen-
tow z zwigkszonym stezeniem dimeru D.
Z powodu heterogennych wlasciwosci di-
meru D, model ten nie moze by¢ ekstrapo-
lowany na inne testy. Ponadto wartosci ste-
zen dime-ru D 22,5 mg/L byly zwiazane ze
znamiennie wyzsza umieralno$cia w ciagu
3 miesigcy. Ten wynik ma przede wszyst-
kim warto$§¢ predykcyjna i ograniczone
znaczenie diagnostyczne poza wskazaniem
obecnosci zasadniczej powazne]j patologii
wymagajacej kompleksowej diagnostyki.
Niniejsze badanie posiada trzy ograni-
czenia. Po pierwsze MSCT nie wykonano
u wszystkich pacjentéw. MSCT nie prze-
prowadzono u pacjentéw z niskim/po-
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$rednim PK i wynikiem oznaczen dimeru D
<0,4 mg/L. Dlatego nie mozna wykluczy¢
mozliwoéci, ze drobna ZP mogla by¢ wy-
kryta, jezeli u tych pacjentéw wykona-
noby MSCT. Jednakze autorzy uwazaja to
za malo prawdopodobne,
w 3 miesiecznym okresie obserwacji nie
wykryto u nich ZChZZ. Po drugie, do
STA-Liatest zastosowano skale nominalna
z jednym miejscem dziesigtnym. Taka
skala mogla uniemozliwi¢ okreslenie bar-
dziej precyzyjnego poziomu odcigcia. Po
trzecie, do przeprowadzenia poréwnania
z oznaczeniami ELISA prébki osocza byly
dostepne jedynie od dwoch trzecich pa-

poniewaz

cjentéw. Probki te byty przygotowane na
zadanie przez technikéw laboratoryjnych
nie dysponujacych zadng wiedza odno-
$nie rozpoznania. Dlatego autorzy nie po-
dejrzewaja wystapienia zadnego bledu
systematycznego.

Podsumowujac, STA-Liatest D-Di to
niezawodny, skuteczny test mogacy bez-
piecznie wykluczy¢ ZP u pacjentéw am-
bulatoryjnych z wartoécia diagnostyczna
poréwnywalna do testéw do oznaczen di-
meru D metoda ELISA. Ponadto test ten
jest wysoce przydatny do stosowania w iz-
bie przyjec.

Artykut opublikowano w (c) 2005 Blac-
kwell Publishing Ltd, British Journal of
Haematology, 132, 210-215

Tlumaczenie redakcja

Pismiennictwo dostgpne w redakcji.
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Capecchi, Evans i Smithies, laureaci nagrody Nobla
2007 za badania specyficznych modyfikacji

genow u myszy wprowadzanych

za pomocg zarodkowych komorek macierzystych

Iwona Grabowska, Zaklad Cytologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski

Uhonorowani badacze opracowali techni-
ke, ktéra pozwala na precyzyjne manipu-
lacje genetyczne u myszy, dzigki czemu
mozliwe stalo si¢ stworzenie zwierzecych
modeli wielu ludzkich choréb. Capecchi
i Smithies wraz z ze wspétpracownikami
udowodnili, ze w komoérkach ssakéw znaj-
duje si¢ aparat enzymatyczny pozwalajacy
na rekombinacje pomiedzy DNA ,,dostar-
czonym” do komoérki a homologiczna se-
kwencja znajdujaca si¢ na chromosomie
(in situ) [Smithies et al., 1985; Wong i Ca-
pecchi, 1986]. Technika ta nazywana celo-
waniem genowym (ang. gene targeting)
polega na wymianie dowolnych fragmen-
tow DNA i umozliwia wprowadzanie do
genu takich modyfikacji, ktére pozwalaja
na jego naprawe lub wylaczenie (nokaut).

W 1981 roku dwie niezalezne grupy na-
ukowcéw oglosity uzyskanie linii komoérko-
wej zarodkowych komérek macierzystych
z hodowli wczesnych zarodkéw mysich
[Evans i Kaufman, 1981; Martin, 1981]. Ko-
morki pochodzace z wezesnych stadiow
rozwojowych zarodkéw (zarodki zlozone
z 2, 3 1 4 komorek) sqg komérkami totipo-
tencjalnymi i moga tworzy¢ wszystkie tkan-
ki dorostego organizmu, okoto 200 rodza-
jow wyspecjalizowanych komoérek soma-

tycznych oraz uczestnicza in vivo w formo-
waniu struktur pozazarodkowych [Draper
et al., 2004]. Zarodkowe komoérki macierzy-
ste (ES) sa pluripotentnymi komérkami
pochodzacymi z wezla zarodkowego bla-
stocysty. Mozna je tez uzyskaé z pierwot-
nych komoérek plciowych wyizolowanych
z listew plciowych zarodkéw na pdzniej-
szych stadiach rozwoju. Wykazuja one naj-
wigksza zdolno$¢ do réznicowania w wy-
specjalizowane tkanki i prawie nieograni-
czona mozliwo$¢ odtwarzania wlasnej po-
pulagji. Te cechy powoduja, iz zarodkowe
komorki macierzyste budza wielkie nadzie-
je zwigzane z mozliwoscig stosowania ich
w terapii, ale jednocze$nie sa przyczyna
wielu obaw [Wobus i Boheler, 2005].
Wiéréd poznanych do tej pory komorek
macierzystych wyrdznia je stosunkowo la-
twy sposob uzyskiwania i powigkszania po-
pulacji w hodowli in vitro. W odpowied-
nich warunkach komérki te mozna hodo-
waé bez wywolywania ich réznicowania.
Zarodkowe komorki macierzyste zostaly
najlepiej poznane zaréwno pod wzgledem
mechanizméw molekularnych warunkuja-
cych ich pluripotencje i zdolnoé¢ do samo-
odnawiania sig, jak tez mechanizméw zaan-
gazowanych w ich réznicowanie. Komorki

te wykazujg zdolno$¢ do réznicowania we
wszystkie linie komdrek obecne w organi-
zmie, wylaczajac w to komorki linii plcio-
wej. Fakt ten ma ogromne znaczenie pod-
czas tworzenia genetycznie modyfikowa-
nych myszy. W regulacje podzialéw i utrzy-
maniu stanu niezréznicowania ES myszy
zaangazowane s3 bialka Nanog, Oct3/4
i STAT3. Nanog jest czynnikiem transkryp-
cyjnym wystepujacym w komorkach wezla
zarodkowego in vivo i niezréznicowanych
komorkach ES in vitro. Podczas réznicowa-
nia jego synteza ulega zmniejszeniu. Brak
czynnika Nanog u myszy powoduje zaini-
cjowanie tworzenia pierwotnej endodermy,
wynikajace z ekspresji genéw kodujacych
czynniki transkrypcyjne Gata4 i Gata6. Na-
nog jest odpowiedzialny za odtwarzanie
populacji niezréznicowanych ES. Mechani-
zmy zaangazowane w regulacje Nanog nie
sa do korica poznane, ale istnieja prace su-
gerujace oddzialywania z Oct3/4 i Sox2,
ktére posiadaja miejsca wigzania do pro-
motora Nanog [Stewart et al., 2006].
Wprowadzenie do rozwijajacego si¢
zarodka (blastocysty) zmodyfikowanych
genetycznie zarodkowych komoérek ma-
cierzystych prowadzi do powstania orga-
nizmu, ktéry bedzie chimera (Rycina 1).

/hnrmuau_mmmﬂ-:cuhmnm miknainiekca rmodyfikowanych

gEnowE, wekbory, retrowinssy)

rarnckowe komaorki
macEryshe

.

kamdrek do blastocyshy
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selefcia | zolagia klanow z
podadany modhyfikacy

Masinoysia

transplariacja zamdkiv o
rastencra| matki

\

analiza fenchypu chimenoesych myszy

Rycina 1. Schemat zastosowania technik opracowanych przez Noblistéw do tworzenia genetycznie modyfikowanych myszy.
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Polaczenie technik opracowanych przez
nagrodzonych naukowcéw pozwolilo na
tworzenia modeli zwierzecych stuzacych
do badania ludzkich choréb i testowania
réznych mozliwosci ich leczenia.

Mysie zarodkowe komérki macierzy-
ste wprowadzone do rozwijajacego si¢
zarodka uczestniczg w tworzeniu wszyst-
kich narzadéw i tkanek zarodka, lacznie
z linia komorek plciowych [Wexler et al.,
2003]. Jezeli wprowadzone do blastocy-
sty komérki wezma udzial w tworzeniu

komorek linii plciowej to po odpowied-
nim krzyzowaniu potomstwa mozna
uzyska¢ zmodyfikowana genetycznie
mysz, ktéra bedzie stanowila model
w badaniach. Do tej pory udalo si¢ juz
»znokautowa¢” ponad 10 tys. genéw
i utworzy¢ ponad 500 zwierzecych mo-
deli ludzkich choréb. Zastosowanie tych
fundamentalnych dla inzynierii gene-
tycznej technik stalo si¢ podstawa badan
dla wielu naukowcéw.
Pismiennictwo dostepne w redakcji.
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