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1. ZASADY WSPOLPRACY LEKARZA Z LABORATORIUM
ORAZ ANALITYCZNE PODSTAWY INTERPRETACJI
WYNIKOW BADAN LABORATORYJNYCH

Anna Raszeja-Specht, Hanna Bielarczyk

Badania laboratoryjne sa istotnym, integralnym elementem wszystkich dzie-
dzin medycyny (ryc.1.1). Wyniki badan laboratoryjnych wykorzystywane sa w
badaniach przesiewowych, przy potwierdzeniu rozpoznania choroby oraz w
czasie monitorowania leczenia (tab.1.1), a takze w badaniach naukowych oraz
probach klinicznych podczas wprowadzania nowych lekow.

Badanie przedmiotowe i podmiotowe pacjenta

\

Diagnostyka ogdlna
RTG, EKG, USG, TK, préby czynnosciowe itp.
2

Diagnostyka laboratoryjna

badania immunologiczne, histopatologiczne, mikrobiologiczne,
hematologiczne, biochemiczne i inne.

Ryec. 1.1. Miejsce laboratorium analitycznego w diagnostyce i opiece medyczne;j

Podstawowe badania biochemiczne i hematologiczne wykonywane sa we
wszystkich laboratoriach medycznych, natomiast profil badan dodatkowych
zalezy od wielkosci laboratorium, jego wyposazenia i oczekiwan wspotpracuja-
cych jednostek stuzby zdrowia.

1.1. Zasady wspolpracy lekarza z laboratorium

Zlecenie kazdego badania laboratoryjnego powinno zosta¢ poprzedzone do-
brze zdefiniowanym pytaniem lekarza prowadzacego danego pacjenta, posta-
wionym po przeprowadzeniu badania przedmiotowego i podmiotowego. Lekarz
na podstawie starannie zebranego wywiadu i wyniku badania fizykalnego decy-
duje o wyborze badan laboratoryjnych i kieruje pacjenta do okreslonego rodzaju
laboratorium.
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Pytania Odpowiedz
’ZI Iaboratoriuml

Skierowanie |- Wynik kohcowa

Zatwierdzanie
i odprawa wynikow

[Pobranie materiahj

Transport
do laboratorium

~ [Zestawienie wynikéw
i danych pacjenta

N

Laboratoryjna ]

[ Rejestracja i

identyfikacja prébki kontrola jakosci

Badanie
laboratoryjne

Ryec. 1.2. Uproszczony schemat postgpowania z materialem biologicznym w laborato-
rium klinicznym

Istotnym elementem badan laboratoryjnych jest prawidlowe postepowanie z
materiatem badanym w fazie przedlaboratoryjnej. Laboratorium powinno
otrzyma¢ okreslony material biologiczny, odpowiednio pobrany, opisany i
transportowany. Do kazdego materiatu przestanego do laboratorium powinno
by¢ dotaczone skierowanie, zawierajace oprocz danych personalnych pacjenta i
rodzaju zlecanych badan taka ilo$¢ informacji dotyczacych rozpoznania i rodza-
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ju leczenia, ktéora umozliwi wlasciwa interpretacj¢ wyniku w laboratorium.

Wsrod informacji powinny znalez¢ si¢ informacje dotyczace czasu pobrania,
stosowanych lekow, ptyndow infuzyjnych lub specjalnych ograniczen dietetycz-

nych.

Materiatem biologicznym, w ktorym najczgsciej wykonywane sa badania la-
boratoryjne jest krew Zylna, tetnicza lub wlosniczkowa oraz mocz, rzadziej ptyn
moézgowo-rdzeniowy, kat, §lina, kamienie moczowe lub zdétciowe, wycinki tkan-
kowe, komorki, oraz ptyny — punktat szpiku kostnego, optucnej, otrzewnej, sta-

wOw, cyst itp.

Tabela 1.1. Najczgstsze przyczyny zlecania badan laboratoryjnych

Przyczyna

Przyktad

Badania przesiewowe —
w celu wykrycia okre-
$lonej choroby w wybra-
nej populacji ludzi

e Okresowe badania kontrolne pracownikoéw

¢ Badania noworodkéw w kierunku mukowiscydozy,
fenyloketonurii i niedoczynnosci tarczycy.

e Badania przeciwciat anty-HIV, anty-HCV
i anty-HBs - przed przyjgciem do szpitala.

Rozpoznanie choroby

Potwierdzenie lub wykluczenie choroby, na ktora
wskazuje badanie kliniczne

Okreslenie stopnia
uszkodzenia narzadow

Badania biochemiczne funkcji watroby, nerek - w stanach
zapalnych, zatruciach itp.

Ocena 1 monitorowanie
przebiegu choroby

e W chorobach przewlektych - immunologiczne mar-
kery uszkodzenia watroby w wirusowym zapale-
niu watroby, mikroalbuminuria w cukrzycy, biatko
C-reaktywne (CRP) itp.

¢ Badania tzw. hemostatycznych i lipidowych czynni-
kéw ryzyka, w celu okreslenia ryzyka miazdzycy.

e Pomiary kreatyniny u dializowanych pacjentow.

Ocena skutecznosci
leczenia

Poziom glukozy i HbA . w cukrzycy.
Poziom cholesterolu i triglicerydow w leczeniu hiperli-
pidemii.

Monitorowanie st¢zenia
lekow podczas terapii

Ustalenie poziomu terapeutycznego lekow przeciwpa-
daczkowych, dawki, zakresu stgzen terapeutycznych.
Leczenie bialaczek cytostatykami, podawanie lekow
immunosupresyjnych po przeszczepach.

Inne

Powtorne zlecanie badan, badania naukowe, zaspokaja-

nie ciekawosci lekarza itp.

Lekarz wspotpracujacy z laboratorium powinien zapoznac sig z jego dziatal-
noscia poprzez korzystanie z informatora (katalogu) opracowanego przez labora-
torium, dostgpnego w formie drukowanej lub elektronicznej. Katalog badan
powinien zawiera¢ spis badan wykonywanych w danym laboratorium, zakresy
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warto$ci referencyjnych oraz okresla¢ sposob pobierania materiatu. Wskazane
jest zapoznanie sig¢ z cennikiem badan.
Prawidlowy sposob komunikowania si¢ z laboratorium polega na:
e  Wilasciwym i szczegdlowym wypetieniu formularza skierowania, zgod-
nie z zaleceniami laboratorium;
e Pobraniu i przesytaniu materiatu do laboratorium zgodnie z zaleceniem;
e Bezposrednim zgtaszaniu personelowi laboratorium wszelkich watpli-
wosci 1 spraw spornych, w formie ustnej lub pisemne;.

1.2. Krew jako material analityczny

Materiatem analitycznym moze by¢ tzw. krew ,,pelna” czyli zawierajaca
wszystkie sktadniki ptynne i morfotyczne, a takze surowica lub osocze. W za-
leznosci od rodzaju wykonywanych analiz krew pobierana moze by¢ do su-
chych, czystych probdéwek (umozliwiajacych powstanie skrzepu i oddzielenie
surowicy) lub do probowek zawierajacych okreslony srodek przyspieszajacy lub
hamujacy wykrzepianie (tab. 1.2 i 1.3). Zastosowanie antykoagulantéw zapo-
biega wykrzepianiu i umozliwia wykonanie badan w petnej krwi lub w osoczu
po odwirowaniu krwi w okreslonym czasie i warunkach (temperatura, ilo$¢ ob-
rotow itp.). Oddzielenie osocza i surowicy powinno nastapi¢ w czasie nie dtuz-
szym niz 1 godz. od pobrania. Pozwala to na bezposrednie wykonanie badania
i/lub przechowywanie materiatu do badan w stanie zamrozonym, o ile jest to
konieczne.

Tabela 1.2. Rodzaje srodkdw przeciwkrzepliwych stosowane w laboratorium

Rodzaj antykoagulantu

Dziatanie

Najczestsze zastosowanie
w laboratorium

Heparyna

(10-25j./ mL)

— sole sodowe, amonowe,
litowe

neutralizuje trombing i
tromboplastyneg

badania hormonalne, RKZ

EDTA-K, (K3) -
1,7 mg/ mL krwi

wiaze Ca’" - nierozpusz-
czalny kompleks

morfologia krwi obwo-

dowej, OB

Cytrynian sodu -
3,8% lub 3,2%

P 2+
wiaze Ca”" - rozpuszczalny
kompleks

badania uktadu krzepnig-
cia, OB

Fluorek sodu
(lub jodooctan)
/szczawian, EDTA-K,

hamuje enzymy glikoli-
. .. 2+
tyczne i wigze Ca

oznaczanie glukozy

CTAD
(cytrynian, teofilina,
adenozyna, dipirydamol)

wiaze Ca”" - rozpuszczalny
kompleks, dodatkowo ha-
muje uwalnianie heparyna-
zy przez plytki

specjalistyczne  badania
uktadu krzepnigcia
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Do badan biochemicznych stosowane sa najczesciej surowica lub osocze,
rzadziej petna krew, do badan hematologicznych — pelna krew, do badan serolo-
gicznych — surowica i pelna krew, do badan koagulologicznych — osocze krwi
pobieranej do probdéwek zawierajacych roztwor cytrynianu (w stosunku 9 obj.
krwi + 1 obj. cytrynianu), do badan OB - krew pelna pobierana do probowek
zawierajacych roztwor cytrynianu (w stosunku 4 obj. krwi + 1 obj. cytrynianu)
lub EDTA-K..

Transport materiatu do laboratorium moze odbywac si¢ za pomoca poczty
pneumatycznej lub kuriera. W przypadku niektérych badan (badania gazome-
tryczne — pH, pCO,, pO,, oznaczanie amoniaku, niektorych enzymoéw i hormo-
noéw) powinien trwac jak najkrocej i odbywac si¢ w temperaturze 4°C od po-
brania do momentu rozpoczecia wykonania badania. Krew pobrana na oznacze-
nia bilirubiny i karotenu powinna by¢ chroniona przed $wiatlem ze wzgledu na
fotodegradacjg zwiazkow. Jezeli probki krwi lub innego materiatu biologicznego
transportowane sg do odleglego laboratorium (transport samochodowy, lotniczy)
nalezy odpowiednio zabezpieczy¢ i oznakowac przesytke. Szybki transport i
krotki czas przechowywania materialu zwigkszaja wiarygodno$¢ wyniku bada-
nia laboratoryjnego.

Tabela 1.3. Inne $rodki stosowane przy pobieraniu krwi w laboratorium

Najczgstsze zastosowanie
w laboratorium
oznaczenia biochemiczne -
pacjenci leczeni heparyna,
dializowani itp.

Rodzaj srodka | Dziatanie

przyspiesza wykrzepianie, sty-

Trombina mulujac kaskade krzepniecia

stosowany przy pobieraniu krwi
Zel separacyjny | ,,na skrzep”, ulatwia rozdzielenie | oznaczenia biochemiczne
krwinek od surowicy

1.3. Mocz jako material analityczny

Najczgsciej stosowany jest mocz z tzw. zbidrki porannej, ktory jako najbar-
dziej zageszczony najlepiej nadaje si¢ do mikroskopowego badania osadu moczu
1 wykrywania patologicznych sktadnikow (biatko, glukoza). Inne rodzaje zbiorki
moczu (zbidrka jednorazowa, zbiorka dobowa lub 12-godzinna) wymagaja do-
ktadnego przestrzegania instrukcji dotyczacej przygotowania do badania, rodza-
ju uzywanych pojemnikow, czasu i sposobu przechowywania (lodowka - tempe-
ratura 4°C, ewentualne zastosowanie $srodkow konserwujacych — HCI, tymol,
kwas borny). Mocz ze zbiorki ,,dobowej” powinien by¢ dostarczony do laborato-
rium w cato$ci. W przeciwnym przypadku, przed odlaniem czg$ci moczu nalezy
zmierzy¢ jego objetosc 1 starannie wymieszacé.
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Badanie og6lne moczu ma przewaznie na celu badanie przesiewowe w kie-
runku choréb nerek i dréog moczowych i obejmuje jego ocen¢ makroskopowa,
badanie biochemiczne oraz mikroskopowa oceng tzw. osadu moczu.

Badanie ogolne moczu, pochodzacego ze zbidrki porannej, obejmuje oceng
wlasnosci fizycznych (przejrzystos$¢, barwa, won) i oznaczanie prostymi testami
paskowymi pH, cigzaru wlasciwego oraz obecno$ci najczesciej wystgpujacych
sktadnikow patologicznych — glukozy, biatka, bilirubiny, urobilinogenu, zwiaz-
kéw ketonowych, azotynéw oraz erytrocytow i leukocytow. Dodatkowo, po
odwirowaniu oceniany jest mikroskopowo sktad osadu moczu — obecnos$¢ ele-
mentéw morfotycznych (erytrocyty, leukocyty, inne komorki) i krysztatéw nie-
organicznych (tab.1.4). Testy paskowe zalecane sa w badaniach przesiewowych,
a mikroskopowe badanie osadu wykonywane jest u pacjentoéw z objawami kli-
nicznymi oraz w przypadku dodatniego wyniku testu paskowego.

Tabela 1.4. Badanie og6lne moczu

Przyktadowe

Mocz prawidiowy zmiany patologiczne

Barwa stomkowozobtta czerwona-krwiomocz
brunatna-obecnos¢ bilirubin
z6lta- obecnos¢ witaminy B
czarna - alkaptonuria
Przejrzystosé klarowny, metny-obecno$¢ bakterii, leukocytow,
lekko opalizujacy drozdzy
Odczyn pH okoto 6.0 zalezny od diety (jarska - migsna),
(4.5-8.0) lekow, zaburzen RKZ, chordéb nerek,
zaburzen endokrynologicznych itp.
Cigzar wlasciwy 1005 - 1030 g/L wahania dobowe
obecnos$¢ skladnikéw patologicznych
(biatko, glukoza)
choroby nerek
Biatko nie stwierdza si¢ obecne - choroby nerek, szpiczak mno-
(proteinuria) gi itp.
Glukoza nie stwierdza si¢ obecna - cukrzyca, uszkodzenia kanali-
(glukozuria) kow nerkowych

Zwiazki ketonowe nie stwierdza si¢ obecne - glodzenie, cukrzyca, wysilek,

goraczka itp.

Bilirubina nie stwierdza si¢ obecna - choroby watroby

Urobilinogen obecny podwyzszony - choroby watroby, zol-
taczka hemolityczna

Azotyny nie stwierdza si¢ obecne - zakazenie drog moczowych

Osad moczu — bada-
nie mikroskopowe

zwigkszona ilo$¢ erytrocytow i leuko-
cytow

erytrocyty (0-2),
leukocyty (0-5),

pojedyncze nabtonki,
bezpostaciowy osad
mineralny

obecno$¢ bakterii
wateczki szkliste, ziarniste, komorko-
we, tluszczowe, w chorobach nerek i
dr6g moczowych
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1.4. Badania innych materialow analitycznych

Techniki pobierania niektorych materiatow biologicznych sa inwazyjne, i
dlatego wymagaja odpowiedniego przeszkolenia lekarzy i personelu pomocni-
czego. Ze wzgledu na trudnosci zwiazane z pobraniem ptyndéw z jam ciala
szczegblnie wazne jest odpowiednie zabezpieczenie materiatu przed wykona-
niem badan biochemicznych. Spektrum badan wykonywanych w powyzszych
materialach jest wezsze niz we krwi czy moczu i obejmuje jedynie wybrane
badania potwierdzajace lub wykluczajace rozpoznanie kliniczne.

1.4.1. Badanie plynu mozgowo-rdzeniowego

Badanie ptynu moézgowo-rdzeniowego wykonywane jest w przypadku po-
dejrzenia zapalenia opon mézgowych, krwawien do OUN, chorob neurodegene-
racyjnych o ré6znym podtozu, choréb nowotworowych. Obejmuje ono badania
biochemiczne, serologiczne, mikrobiologiczne i cytologiczne. Prawidtowa inter-
pretacja wynikow badan ptynu mézgowo-rdzeniowego wymaga réwnoczesnej
analizy porownawczej tych samych parametrow oznaczonych we krwi.

1.4.2. Badanie katu

Badanie kalu obejmuje badania na obecno$¢ krwi utajonej, pasozytow, nie-
strawionych widkien migsnych i thuszczow.

1.4.3. Badanie plynow z jam ciala

W celu oceny rodzaju ptynéw gromadzacych si¢ w jamach ciata zleca si¢
oznaczanie biatka catkowitego, albuminy, cholesterolu, niektérych enzymoéow
(np. dehydrogenazy mleczanowej), liczby komorek i ich réznicowania (w tym
obecnosci komorek nowotworowych) oraz wykonanie badan bakteriologicz-
nych. W przypadku, gdy konieczne jest zastosowanie antykoagulantéw lub kon-
serwantow, nalezy zastosowa¢ procedury jak przy pobieraniu krwi (np. EDTA
przy badaniu elementow morfotycznych, heparyng przy oznaczaniu pH itp.).
Wigkszos¢ badan powinna zosta¢ wykonana w ciagu 2-ch godzin od pobrania
materiatu, w tym czasie powinna zosta¢ zamrozona czg¢$¢ materiatu do dalszych
badan oraz sporzadzone i utrwalone preparaty do badan cytologicznych.

1.4.4. Badanie plynu owodniowego

Uzyskiwany w wyniku amniocentezy, stuzy do diagnostyki chorob wrodzo-
nych i wykrywania wad rozwojowych ptodu. NajczeSciej przeprowadzane sa
badania  aktywnoS$ci/poziomu acetylocholinesterazy/pseudocholinesterazy i
biatka plodowego alfa (uszkodzenia cewy uktadu nerwowego), bilirubiny (kon-
flikt uktadu Rh) oraz niektérych hormonow.
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1.5. Blad przedlaboratoryjny

Zmienno$¢ przedanalityczng czyli tzw. btad przedlaboratoryjny mozna zde-
finiowac jako zmiang st¢zenia/aktywno$ci badanej substancji w materiale biolo-
gicznym, spowodowang niewlasciwym przygotowaniem pacjenta do badania lub
niestandardowym postgpowaniem z badanym materialem przed rozpoczeciem
procedur analitycznych.

Zrédtem bledow moga byé: niewlasciwe pobranie materiatu (np. do nieod-
powiednich probowek), btgdne oznakowanie probek, niewlasciwy transport i
przechowywanie materialu, zbyt poézne oddzielenie surowicy lub osocza od ele-
mentéw morfotycznych, niewlasciwe warunki wirowania, niewtasciwe zabez-
pieczenie probek (np. parowanie probek w niezamknigtych proboéwkach itp.).

Lekarz pierwszego kontaktu powinien poinformowaé pacjenta, ze zardéwno
niewlasciwa dieta (glodzenie lub spozycie positku bezposrednio przed bada-
niem) jak i stosowane leki majq istotny wptyw na wynik badan laboratoryjnych.
Przyktadowo: po positku rosnie st¢zenie glukozy, triglicerydéw, hormonu wzro-
stu, gastryny i wapnia jonizowanego, spada natomiast st¢zenie fosforanow, bili-
rubiny, kwasu moczowego, potasu i chlorkoéw. Parametry biochemiczne, hema-
tologiczne i koagulologiczne podlegaja rowniez zmianom w okresie cyklu men-
struacyjnego oraz w ciazy.

Tabela 1.5. Wptyw zmiany pozycji ciata (z lezacej na stojaca), wysitku fizycznego i pory
dnia na wybrane parametry biochemiczne we krwi

Parametr Zmiana pozycji | Wysilek fizyczny Zmiennos¢

biochemiczny ciata (wzrost dobowa (%)

(W surowicy) (wzrost 0 5-10%) 0 10-40%) godz. 8.00-14.00
ALT T T 25
AST - ) 56
Albumina 0 - 6
Cholesterol T - 25
Immunoglobuliny T T -
Kreatynina - T 15
Fosforan - T 11
Mocznik - - 22
Zelazo - T 37
Soéd - - -

Istotne jest rowniez, aby pacjent mial pobrang krew w warunkach spoczyn-
kowych, tzn. w pozycji siedzacej, po 15-20 minutowym odpoczynku. Wysitek
fizyczny, zaleznie od jego intensywnoS$ci i czasu trwania, moze wplywaé na
warto$ci wielu parametréw pomiarowych (tab. 1.5).

Tabela 1.5 nie uwzglednia zmienno$ci dobowej hormonow, ktorych aktyw-
nosci wyraznie podlegaja wplywom por dnia (Swiatta i ciemnosci), stresu i ak-
tywnosci fizycznej. Przyktadowo: st¢zenie kortyzolu i hormonu wzrostu jest 2-
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krotnie wyzsze rano (6.00) niz w nocy (24.00), a reniny i aldosteronu - najnizsze
po potudniu.

Podczas pobierania krwi zylnej nalezy zwroci¢ uwagg na czas trwania stazy
(zbyt dlugie zaci$niecie opaski powoduje zaggszczenie krwi), hemolize, zanie-
czyszczenie ptynami infuzyjnymi i zastosowanie odpowiednich $rodkow przy-
spieszajacych lub zapobiegajacych wykrzepianiu.

1.6. Interpretacja wynikow badan laboratoryjnych

Aby zinterpretowa¢ wynik badania laboratoryjnego, nalezy:

e poroéwnac go z zakresem wartosci referencyjnych,

e oceni¢ jego wiarygodnos$c.

Obowiazkiem laboratorium jest poinformowanie odbiorcéw wynikow (leka-
rzy zlecajacych badania) o zakresach wartosci referencyjnych obowiazujacych w
danym laboratorium oraz o mozliwosciach oceny bteddéw, jakimi obarczone sa
wyniki badan.

1.6.1. Wartosci referencyjne

Wartosci referencyjne stanowia uklad odniesienia dla pojedynczego wyniku
laboratoryjnego. W celu okreslenia wartosci referencyjnych nalezy wykonaé
wiele pomiarow interesujacej nas cechy dla wytypowanej populacji referencyj-
nej (matej proby). Otrzymany zbior wartoSci nalezy opracowac statystycznie
ustalajac warto$¢ $rednia, wielko$¢ rozrzutu wokot $redniej oraz ksztalt otrzy-
manego rozrzutu.

1.6.1.1. Rozklad symetryczny Gaussa

Wartosci referencyjne podawane sa jako warto$¢ srednia (x) = podwojne od-
chylenie standardowe (OS) i obejmuja 95% badanej populacji (ryc. 1.3).

1.6.1.2. Rozklad niesymetryczny

Wartosci referencyjne sa to wyniki znajdujace si¢ w granicach migdzy 2,5 a
97,5 percentyla w zbiorze wynikoéw uzyskanych dla populacji 0séb zdrowych.
W tym przypadku wartosci referencyjne podawane sa jako zakres obejmujacy
dolna i gérna granicg ich warto$ci oraz warto$¢ modalna (warto$¢ najczesciej si¢
pojawiajaca) (ryc. 1.4).
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Ryc. 1.3. Histogram przedstawiajacy strukturg zbioru wynikéw albuminy we krwi ludzi
zdrowych, n=100
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Ryc. 1.4. Histogram przedstawiajacy strukturg zbioru wynikow bilirubiny we krwi ludzi
zdrowych, n=100
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1.6.2. Wplyw czynnikow biologicznych na wartosci referencyjne

e Plec pacjenta:
Wartosci referencyjne dla niektérych parametrow, takich jak kreatynina w
surowicy czy hormony plciowe, sa rozne dla mezezyzn i kobiet.

e Wiek pacjenta:
Roézne zakresy wartosci referencyjnych dla wielu parametréw biochemicz-
nych - dla noworodkow, dzieci, i 0so6b dorostych np. aktywno$¢ fosfatazy
alkalicznej, fosfor nieorganiczny, immunoglobuliny.

e Dieta:
Réznice sposobu odzywiania - probki od osob gltodzonych lub pobrane bez-
posrednio po positku, nie odzwierciedlaja aktualnego stanu pacjenta.

e (Czas pobrania probki:
Wptyw zmiennos$ci biologicznej na sekrecje¢ hormondéw: rytm dobowy,
przyjmowanie positkow.

e  Wiysilek fizyczny:
Wzrost H', NH," i mleczanu po wysitku fizycznym.

e Przyjmowane leki:
Interferencja bezposrednio w reakcje chemiczne lub posrednio w inne etapy
postepowania analitycznego; np. witamina C wplywa na oznaczanie cukru
w moczu metodami redukcyjnymi, srodki cieniujace stosowane w radiologii
przez dhugi czas znieksztalcaja wyniki w badaniach diagnostycznych czyn-
nosci tarczycy.

1.7. Charakterystyka bledow analitycznych
1.7.1. Blqd przypadkowy analizy i precyzja

Blad przypadkowy jest miarg powtarzalnosci analizy. Warto$¢ blgdu precy-
zji okresla spodziewany rozrzut wynikow wokol podanej wartosci. Wielkos¢
btedu precyzji okresla si¢ iloSciowo przez podanie odchylenia standardowego
(OS) - jest to bezwzgledny btad precyzji lub jako wspdtczynnik zmiennosci,
ktory wyraza odchylenie standardowe wyrazone w procentach warto$ci Sredniej.

Wspdtczynnik zmiennosci powinien by¢ wartoscia stata dla szerokiego za-
kresu stezen badanej substancji. Znajomos$¢ btedu precyzji pozwala na prawi-
dlowa oceng wyniku badania laboratoryjnego tzn. pozwala okresli¢, czy kolejne
wyniki oznaczen wykonanych w trakcie leczenia r6znia si¢ w sposob staty-
stycznie znamienny. Jezeli zmiana mi¢dzy kolejnymi oznaczeniami jest wigksza
niz 30S blgdu precyzji to mozna przyjac, ze sa to wyniki statystycznie rdzne.
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Przyklad oznaczania bledu precyzji (¢wiczenie):
Obliczy¢ odchylenie standardowe i wspotczynnik zmiennosci (WZ) dla me-

tody oznaczania hemoglobiny na podstawie 14 oznaczen tego parametru, wyko-
nanych z tej samej probki krwi (tab. 2, ryc. 3).

Tabela 2. Seria jednoczesna wykonana dla oznaczania hemoglobiny (HGB) we krwi

Numer

. 112134 |5(6|7[8|9 1011121314
oznaczenia

HGB (g/dL) 91{94(96|98[95(97[{99(9.7]19.6[95|9.6]|9.9 (10.0] 9.7

rr

Liczebnos¢

9.75 1 10.00 | 10.251 10.50 Hb (g/dl)

-30S -20S -10S Xsr +10S +20S

Xér + 0K

A
v

Xs$r+ 208 (95,4%)

A
v

Xs$r+ 10S (68,3%)
—>

Ryc. 1.5. Rozktad liczebnosci: normalny, charakteryzujacy powtarzalno§é oznaczenia
stezenia hemoglobiny we krwi
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Wyliczona warto$¢ srednia = 9,64 g/dL
OS =+0,23 g/dL
WZ=+238%

Otrzymane wyniki wskazuja, Ze przy ponownym oznaczeniu hemoglobiny w
tej samej probce krwi, otrzymany wynik nie bedzie si¢ r6znit od wartosci $red-
niej o wiecej niz 0,23 g/dL (p=68%) 1 o wiecej niz 0,46 g/dL (p=95%).

Blad precyzji = + 20S od wartosci Sredniej
wspolezynnik zmiennosci (WZ) = odchylenie standardowe
wyrazone w % wartosci Sredniej.

1.7.2. Blqd systematyczny, doktadnosé metody

Blgdem systematycznym nazywamy odchylenie wyniku od warto$ci ocze-
kiwanej. Wielokrotne powtarzanie analizy bledu systematycznego nie zmniejsza
i nie informuje o nim. Wykrycie bledu systematycznego mozliwe jest jedynie
przez poréwnanie z inng metoda, ktora z definicji dostarcza warto$¢ oczekiwana.
Wartoscia oczekiwana jest $§rednia otrzymana:
metoda absolutna,
metoda referencyjna,
metoda rutynowa z analiz wykonywanych przez laboratoria referencyjne,
metoda porownan - z analiz wykonywanych przez wiele laboratoridow ruty-
nowych bioracych udzial w zewnetrznej kontroli jako$ci (poréwnaniach
migdzylaboratoryjnych).

Rodzaje bledow systematycznych:

A. Blad systematyczny laboratoryjny

Przyczynami powstawania tego rodzaju bledu moga by¢: zty wzorzec i od-
czynniki, niezgodno$¢ kalibracyjna miedzy wzorcem i badang proba, niewykali-
browane pipety. Btad ten powinien by¢ wykryty i usunigty.

B. Blad systematyczny metody
Przyczyny powodujace zta doktadno$¢ w tym zakresie, to:

e niska specyficzno$¢ metody, gdy w procesie analitycznym biora udzial inne
substancje obecne w srodowisku, zwigkszajac falszywie ste¢zenie badanego
parametru;

e interferencja substancji, ktore zaktocaja przebieg reakc;ji;
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e strata substancji badanej w postepowaniu analitycznym, co powoduje zani-
zenie wyniku.
Blad systematyczny metody nie dyskwalifikuje jej, szczegolnie jezeli we
wszystkich pomiarach jest taki sam, a podstawowa informacja jaka chcemy uzy-
ska¢ sa roznice migdzy mierzonymi warto$ciami.

¢ ©

zta precyzja dobra precyzja dobra precyzja
dobra doktadnos¢ zta doktadnosé dobra doktadnos¢

Ryec. 1.6. Zalezno$¢ pomiedzy precyzja a doktadnoscia metody analitycznej
1.7.3. Blqd dopuszczalny

Btad dopuszczalny jest to maksymalny btad pomiaru, ktory nie zmienia w
istotny sposob analitycznego klinicznego znaczenia wyniku.

Wartos¢ bledu dopuszczalnego okresla si¢ na podstawie:
e potrzeb klinicznych
o zakresu wartosci referencyjnych (reguta Tonksa)

Y4 zakresu normy

Btad dopuszczalny (BD) =
warto$¢ srednia normy
_ BD _ . BD BD
« 2205 205 208 |
3 2 10 12 30S 3 2 10 12 305 3 2 1 0 12 308

Ryec. 1.7. Zalezno$¢ pomiedzy btedem precyzji metody a btedem dopuszczalnym
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Wartos¢ bledu precyzji powinna by¢ nizsza od wartosci bledu dopuszczal-
nego, charakteryzujacego potrzeby odbiorcy.

1.8. Wiarygodnos¢ wyniku

Wiarygodno$¢ wyniku obejmuje podstawowe cechy wyniku, a mianowicie
doktadnos$¢ i precyzje, ijest rezultatem wielu sumujacych sig¢ sktadnikéw proce-
su analitycznego, takich jak:

e wlasciwy wybor wartosci oczekiwanej, wg ktorej kalibrowane sa wyniki i
prowadzona jest kontrola ich jakos$ci,

e blad systematyczny metody, podstawowy czynnik wptywajacy na doktad-
no$¢ wynikoéw; powinien miescic¢ si¢ w btedzie dopuszczalnym doktadnosci,

e blad systematyczny laboratoryjny, powinien by¢ wykryty i usunigty,

e Dblad przypadkowy (precyzji) musi miesci¢ si¢ w granicach btedu dopusz-
czalnego ze znacznym marginesem bezpieczenstwa,

e Dblad specyficzny dla okreslonego indywidualnego materiatu, spowodowany
obecnoscia substancji egzogennych (np. leki) i endogennych w patologii
(np. wysokie stezenie bilirubiny),

e blad przedanalityczny,

e omylka, spowodowana wykonaniem niezgodnym z zamiarem np. bl¢dna
identyfikacja materiatu, zanieczyszczenia; najczesciej jako wynik zlej orga-
nizacji i dyscypliny pracy,

o formutowanie wynikéw, jednostki, czas pobrania materiatu.

Laboratorium odpowiada catkowicie za wigkszo$¢ czynnikéw warunkuja-
cych wiarygodnos$¢ wyniku (z wyjatkiem btedoéw specyficznego i przedlaborato-
ryjnego) i dlatego powinny one pozostawa¢ pod stata kontrola.

1.9. Kontrola jakosci badan laboratoryjnych

Praca laboratorium podlega kontroli zarowno wewngtrznej jak i zewngtrzne;.
Kontrola wewnatrzlaboratoryjna polega na analizie precyzji i doktadno$ci wy-
konywanych badan. Oszacowanie wielkosci btedu przypadkowego dostarcza
informacji o precyzji, natomiast ocena btgdu systematycznego pozwala okresli¢
doktadno$¢ metody.

Nadzér nad jakoscia wynikow badan laboratoryjnych pozwala na uzyskiwa-
nie wiarygodnej informacji laboratoryjnej o pacjencie, co oznacza, ze:

e wynik analizy jest poprawny analitycznie,
e zmierzona warto$¢ odpowiada stanowi w organizmie w okreslonym czasie.
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Ryc. 1.8. Miesigczna karta kontroli wewnatrzlaboratoryjnej: A — wartosci kontroli w
granicach 20S; B — btad ujemny graniczny, nadal dobra precyzja; C — pogorszenie pre-
cyzji; D — duzy rozrzut wynikow, btad ujemny powyzej 3SD (pogorszenie precyzji i
doktadnosci)

1.10. Charakterystyka wartosci diagnostycznej badan

Ocena wartosci diagnostycznej badan laboratoryjnych pozwala rozgraniczy¢
ludzi zdrowych od chorych.
Pojgcia uzywane w ocenie wyniku badania diagnostycznego:
o  Wynik prawdziwie dodatni (PD): wynik dodatni u osoby chorej
o  Wynik falszywie dodatni (FD): wynik dodatni u osoby zdrowe;j
e  Wynik prawdziwie ujemny (PU):  wynik ujemny u osoby zdrowej
o  Wynik falszywie ujemny (FU):  wynik ujemny u osoby chorej
Miernikami warto$ci diagnostycznej testu sa:
e czulo$¢ diagnostyczna testu,
e swoisto$¢ diagnostyczna testu.

Czulo$¢ diagnostyczna testu jest to stosunek liczby wszystkich chorych
(PD + FU) do liczby wynikéw prawdziwie dodatnich (PD)
Czulosé = PD/(PD + FU)

(Czutosé wyraza zdolnosé potwierdzenia choroby u 0séb chorych)

Czuto$¢ testu wynosi 100%, gdy u kazdego chorego stwierdza si¢ wartoSci
patologiczne, tzn. nie ma falszywie ujemnych wynikoéw. Do badan o duzej czu-
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losci diagnostycznej naleza oznaczenia aktywnosci aminotransferaz oraz para-
metrow gospodarki kwasowo-zasadowej (RKZ).

Swoisto$¢ diagnostyczna testu jest to stosunek liczby wszystkich osob bez
choroby (PU + FD) do liczby wynikow prawdziwie ujemnych (PU)
Swoisto$¢ = PU/(PU + FD)
(Swoistosé wyraza zdolnosé testu do wykluczenia choroby)

Specyficznos¢ testu wynosi 100%, gdy w okreslonym stanie chorobowym
nie ma wynikéw fatszywie dodatnich. Do badan o wysokiej specyficznosci
zaliczamy badania hormonalne oraz izoenzymatyczne. Niska specyficznoscia
charakteryzuja sig takie oznaczenia, jak OB, LDH calkowite, elektrolity, amino-
trasferazy.

Skuteczno$¢ testu — okresla procent prawdziwie dodatnich i prawdziwie
ujemnych wynikow w stosunku do wszystkich wykonanych analiz:
skutecznos¢ testu = (czulos$¢ + specyficznosé ) / 2

Przyjmuje sig, ze badania dla ktorych wyliczona skutecznos¢ jest mniejsza
niz 80%, nie sa przydatne diagnostycznie.

Sila diagnostyczna testu — okresla prawdopodobienstwo, ze obserwowany
objaw patologiczny jest skutkiem okreslonej choroby. Wartos¢ ta zalezy od czu-
losci i specyficznosci testu oraz czestosci wystgpowania okreslonej jednostki
chorobowe;j.

Wasto st
graniczng toatn

Warta e

Warto o
prawndlowe

patologezns

FH FP

Ryec. 1.9. Graficzna interpretacja czuto$ci i swoistosci testow laboratoryjnych

Po przesunigciu wartosci odcigcia w strong wartosci fizjologicznych docho-
dzi do wzrostu liczby wynikow prawdziwie dodatnich oraz spadku liczby wyni-
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kéw prawdziwie ujemnych (ryc. 1.9). Wzrasta zatem czuto$¢ diagnostyczna
testu 1 zmniejsza sig jego swoisto$¢ diagnostyczna. Natomiast przesunigcie war-
tosci odcigeia w strong warto$ci patologicznych poprawia swoisto$¢, a pogarsza
czulos¢ diagnostyczna testu. Zmiany czutosci i swoistosci zachodza w przeciw-
nym kierunku.

1.11. Zasady dobrej wspolpracy z laboratorium

Laboratorium zobowiazane jest poda¢ informacje dotyczace:

sposobu przygotowania pacjenta do badan,

sposobu pobierania materiatu biologicznego, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem rodzaju probowek (pojemnikow), kolejnosci pobierania, sposo-
bu mieszania, minimalnej ilo§ci materiatu, transportu i przechowywania
(czas i1 temperatura),

zakresu warto$ci prawidtowych (referencyjnych),

btedu precyzji dla poszczegdlnych analiz,

czasu oczekiwania na wynik analizy.

Szczegdlowe informacje na temat funkcjonowania laboratorium powinny
znajdowac¢ si¢ na stronach internetowych oraz w punktach pobran materiatu
biologicznego.
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2. BADANIA IMMUNOHEMATOLOGICZNE
W TRANSFUZJOLOGII

Agnieszka Jankowska-Kulawy, Anna Raszeja-Specht

Celem badan immunohematologicznych wykonywanych przed transfuzja u
biorcow krwi jest dobranie krwi dawcy zgodnej w ukladzie ABO oraz w zakre-
sie antygenu D z uktadu Rh z biorca, dla ktérej biorca nie posiada przeciwcial.
W zwiazku z tym zakres badan wykonywanych przed transfuzja u biorcy krwi
obejmuje:

e oznaczenie grupy krwi uktadu ABO i antygenu D z uktadu Rh,

e badanie w kierunku obecnosci przeciwcial odporno$ciowych,

e wykonanie proby zgodnosci serologicznej migdzy biorca i dawca krwi (pro-
by krzyzowej).

Badania immunohematologiczne maja duze znaczenie kliniczne, poniewaz
krew i preparaty krwiopochodne sa czgsto stosowane na oddziatach ratunko-
wych, chirurgicznych i hematologicznych. Ponadto, przetaczanie krwi jest nie-
zbedne w zabiegach z zastosowaniem krazenia pozaustrojowego oraz jako trans-
fuzja wymienna u noworodkéw i niemowlat. Przetaczanie krwi zwiazane jest z
ryzykiem powiktan, w tym wstrzasu poprzetoczeniowego, dlatego tez konieczne
jest wykonywanie badan immunohematologicznych i odpowiednie dobranie
krwi lub jej preparatu.

2.1. Regulacje prawne dotyczace leczenia krwia

Przetaczanie krwi niesie za soba konsekwencje prawne, stad leczenie krwia

w zaktadach opieki zdrowotnej podlega regulacjom prawnym okreslajacym spo-

sob 1 organizacje leczenia krwia.

Wsréd aktow prawnych do najwazniejszych naleza:

e Dyrektywa Komisji 2005/62/WE z dnia 30 wrze$nia 2005 r. wykonujaca
dyrektywe 2002/98/WE Parlamentu Europejskiego i Rady w zakresie norm i
specyfikacji wspolnotowych odnoszacych si¢ do systemu jakosci obowiazu-
jacego w placowkach stuzby krwi;

e Ustawa z dnia 26 listopada 2003 r. o zmianie ustawy o publicznej stuzbie
krwi oraz o zmianie ustawy o zaktadach opieki zdrowotnej (Dziennik Ustaw
Nr 223, poz. 2215);

e Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 19 wrze$nia 2005 r. w sprawie
okreslenia sposobu organizacji leczenia krwia w zakladach opieki zdrowot-
nej, w ktorych przebywaja pacjenci ze wskazaniami do leczenia krwia i jej
sktadnikami (Dziennik Ustaw Nr 191, poz. 1607);

e Medyczne zasady pobierania krwi, oddzielania jej sktadnikoéw i wydawania,
obowiazujace w jednostkach organizacyjnych publicznej stuzby krwi, wy-
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dawane i corocznie uzupehiane przez Instytut Hematologii i Transfuzjologii
w Warszawie.

2.2. Metody stosowane w badaniach immunohematologicznych

Podstawa reakcji serologicznej jest reakcja antygen-przeciwciato ,,in vitro”.
W wyniku tej reakcji moze doj$¢ do aglutynacji, precypitacji lub hemolizy — sg
to typowe reakcje serologiczne. Z metod stosowanych w badaniach immunohe-
matologicznych mozna wymieni¢ metod¢ manualna, probowkowa, metode z
zastosowaniem kolumn testowych (mikrometoda) oraz metod¢ automatyczna.

W metodzie manualnej oznaczania antygenow uktadu ABO i Rh stosuje sig
technike ptytkowa, ktéra polega na natozeniu kropli badanych krwinek i od-
czynnika monoklonalnego na ptyte szklana lub plastikowsg i1 ocenie wystapienia
lub braku aglutynacji. Metoda probowkowa jest najczgsciej stosowana do wy-
krywania obecno$ci przeciwcial odpornosciowych (test enzymatyczny LEN,
posredni test antyglobulinowy PTA). Metoda kolumnowa (mikrometoda) polega
na zastosowaniu kolumn testowych, ktére umieszczone sa na specjalnej karcie
(sze$¢ kolumn na jednej karcie). W kolumnach testowych zawarte sa odpowied-
nie odczynniki, w zalezno$ci od rodzaju karty. Do kolumny dodaje si¢ material
badany. Zaleta stosowania metody kolumnowej jest mozliwo$¢ zastosowania
niewielkiej ilo$ci materiatu badanego, eliminacja bledu zwigzanego z odptuki-
waniem krwinek, zmniejszenie ryzyka zarazenia personelu oraz mozliwo$¢ ar-
chiwizacji badan. Metoda kolumnowa w poréwnaniu z metoda manualng jest
czulsza, co umozliwia wykrywanie stabych odmian antygenow oraz przeciwciat
we wczesnym okresie immunizacji pacjenta. Ponadto, metoda kolumnowa moze
zosta¢ przystosowana do systeméw potautomatycznych lub automatycznych.

2.3. Pobieranie krwi do badan serologicznych

W badaniach serologicznych stosuje si¢ krew zylna, pobrang z zyty tokcio-
wej do suchej, czystej probowki. Od dorostego pacjenta pobiera si¢ co najmniej
8 ml krwi, a w przypadku niemowlat i matych dzieci 2 do 5 ml krwi. Bezpos$red-
nio po pobraniu nalezy na probowce umiesci¢ dane pacjenta. Dane na etykiecie
proboéwki musza by¢ zgodne z danymi na skierowaniu. W przypadku braku da-
nych pacjenta probowke i skierowanie opisuje si¢ NN i numerem ksiggi glow-
nej. Badanie wykonuje si¢ po catkowitym wykrzepieniu krwi.

Zaleca si¢ pobieranie krwi na wersenian (EDTA-K;) od: noworodkéw, nie-
mowlat, matych dzieci, pacjentdw z niedokrwistos$cia autoimmunohemolityczna
oraz od pacjentow, u ktorych badania serologiczne wykonuje si¢ mikrometoda
lub metodq automatyczna.
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Bezwzglednym wskazaniem jest wykonywanie oznaczenia grupy krwi i pro-
by zgodnosci serologicznej miedzy dawca i biorca z dwoch, osobno pobranych
probek krwi.

2.4. Antygeny krwinek czerwonych

Antygeny krwinek czerwonych znajdujq si¢ na ich powierzchni lub w btonie
komorkowej. Zroznicowanie antygenowe krwinek czerwonych jest podstawa
wyroznienia poszczegélnych grup krwi. Antygeny bedace sktadnikami krwi
dziedzicza si¢ zgodnie z prawami Mendla.

Synteza antygenoéw znajduje si¢ pod kontrolg odpowiednich genoéw. Wyste-
powanie dwoch lub wigkszej liczby alleli zajmujacych to samo pojedyncze
miejsce w chromosomie (locus) jest przyczyna polimorfizmu gendéw. Wystepu-
jace na powierzchni krwinki czerwonej antygeny zostalty zaklasyfikowane do
tzw. uktadow grupowych. W sktad uktadu wchodza antygeny wytwarzane przez
allele zajmujace to samo pojedyncze miejsce w chromosomie i charakteryzujace
si¢ podobnymi wlasciwosciami immunologicznymi i serologicznymi. Zespot
gendow warunkujacy wystgpowanie okre§lonego sktadu antygenowego w danym
uktadzie grupowym nosi nazwe genotypu, natomiast antygeny uktadu grupowe-
go wykryte badaniami laboratoryjnymi okreslane sa jako fenotyp. Antygeny sa
biatkami btonowymi, zawierajacymi komponenty wielocukrowe i lipidowe.
Geny odpowiedzialne za ich synteze koduja czesto nie bezposrednio wytwarza-
nie tych substancji, ale enzymow potrzebnych do ich wytworzenia.

Funkcja antygenow nie ogranicza si¢ tylko i wytacznie do pobudzania od-
powiedzi immunologicznej (immunogeny). Antygeny wystgpujace na po-
wierzchni krwinek czerwonych, moga spelia¢ takze wiele innych funkcji, mig-
dzy innymi:

e transporterow i kanalow bton komorkowych — antygeny uktadu Kidd,

e receptorow dla czynnikow egzogennych, wirusow, bakterii — antygeny ukta-
du Duffy,

e czasteczek adhezyjnych — antygeny uktadu Lutheran,

e enzymow — glikozylotransferazy uktadu ABO,

e biatek strukturalnych — antygeny uktadu Rh.

Cecha charakterystyczna antygenu jest jego immunogennos$é, to jest zdol-
no$¢ do wywotywania odpowiedzi immunologicznej w postaci produkcji prze-
ciwciat u ludzi i zwierzat nie posiadajacych takiego antygenu. W pobudzeniu
odpowiedzi immunologicznej istotna rol¢ odgrywaja: budowa chemiczna anty-
genu, stopien jego obcosci, liczba krwinek czerwonych z obcym antygenem
wprowadzonych do ustroju i ilo$¢ przenoszonego przez nie antygenu oraz droga
wprowadzenia antygenu.

Obecnie opisano 284 antygeny, ktore zaliczane sa do 29 ukladow grupo-
wych. 27 uktadow grupowych jest syntetyzowanych w krwince czerwonej, a 2
adsorbowane sa z osocza. Kliniczne znaczenie w immunohematologii ma zale-
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dwie kilka uktadow. Dla potrzeb praktycznej transfuzjologii znaczenie maja
tylko te uktady grupowe, ktorych antygeny charakteryzuja si¢ duza immuno-
gennos$cig lub czgstym wystgpowaniem naturalnych przeciwciat.

2.5. Przeciwciala grupowe krwi

Przeciwciata skierowane do obcych antygenow wszystkich uktadéow grupo-
wych krwinek czerwonych okreslane sa mianem alloprzeciwcial. W badaniach
serologicznych wykonywanych przed przetoczeniem krwi nalezy rozr6znic allo-
przeciwciata od autoprzeciwcial, czyli przeciwciat skierowanych do antygenow
wlasnych krwinek czerwonych. Autoprzeciwciala sa wytwarzane znacznie rza-
dziej w poréownaniu do alloprzeciwciat, ale ich obecnos$¢ utrudnia interpretacje
badan serologicznych.

Wigkszos$¢ przeciwcial grupowych krwi nalezy do dwoch klas globulin: IgM
i IgG, a rzadko do IgA. Dlatego w serologii transfuzjologicznej rozréznia si¢
praktycznie dwa rodzaje przeciwciat:

e przeciwciata naturalne, ktorych powstawanie indukowane jest ,,natural-
nym” $rodowiskiem tzn. substancjami $wiata roslin 1 zwierzat, pytami
zawierajacymi zwiazki o takiej samej budowie chemicznej jak antygeny
niektorych grup krwi, oraz

e przeciwciala odpornosciowe, ktore powstaja w wyniku immunizacji an-
tygenami znajdujacymi si¢ na obcych krwinkach, jako efekt przetocze-
nia krwi lub ciazy.

Wiasciwos$ci przeciwceiat naturalnych i odpornosciowych przedstawiono w tabeli
2.1.

Tabela 2.1. Charakterystyka przeciwciat naturalnych i odpornosciowych

Przeciwciata Wiasciwosci Przeciwciata
naturalne odpornosciowe
IgM Klasa immunoglobulin IgG
900 000 Cigzar czasteczkowy D 160 000
0.6-2.8 Stezenie w surowicy g/L 8-18
nie Przej$cie przez lozysko tak
tak Wiazanie komplementu czasami
ABO, Lewis, P, MNS Powstaja w odpowiedzi na | wszystkie uktady krwinek
antygeny ukladow gru- czerwonych
powych

W warunkach laboratoryjnych, reakcja antygen-przeciwciato in vitro, zalezy
od rodzaju przeciwcial, wymaga okreslonych warunkéw: temperatury, Srodowi-
ska i czasu reakcji (tab. 2.2.). Zalezy ona réowniez od wlasciwych proporcji po-
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migdzy ilo$cia antygenu i przeciwcial, a takze od gestosci determinant antyge-
nowych na krwinkach.

Przeciwciata naturalne IgM, w warunkach in vitro najszybciej tacza si¢ z an-
tygenem krwinek czerwonych w temp. 4°C, stad tez okre§lane sa mianem ,,zim-
nych” lub ,.kompletnych” przeciwcial. W praktyce przeciwciala te wykrywane
sa w temperaturze pokojowej (18-20°C), w $rodowisku soli fizjologicznej (150
mM NaCl). Ze wzgledu na budowe przeciwcial naturalnych, tzn. duza ilos$¢
miejsc wigzacych antygen oraz odpowiednio duzy zasigg ramion przeciwciat,
aglutynuja one krwinki w ciagu kilku minut (ryc. 2.1).

Tabela 2.2. Wiasciwosci przeciwcial naturalnych i odpornosciowych w reakcji antygen-
przeciwcialo in vitro

Przeciwciata naturalne Warunki reakcji Przeciwciata odporno-
Sciowe
4-18°C Optymalna temperatura 37°C
reakcji z antygenem
minuty Czas reakcji z antygenem okoto 30 min
150 mM NacCl Srodowisko reakcji z enzymatyczne, LISS
antygenem
tracg aktywno$¢ w 70°C Wrazliwos¢ cieplna cieptostate, 70°C

Przeciwciata odpornosciowe szybciej reaguja z antygenem w temp. 37°C i
nazywane sg czesto przeciwcialami ,,cieptymi”. Przeciwciala te z reguly nie sa
zdolne do bezposredniego aglutynowania krwinek, dlatego nazywane sa czgsto
przeciwciatami ,,niekompletnym”. Laczac si¢ z antygenami, optaszczaja (uczula-
ja) tylko krwinke (ryc. 2.2), a do wywotania aglutynacji krwinek wymagaja
odpowiedniej modyfikacji srodowiska inkubacyjnego, np.:

e obecnosci enzymow proteolitycznych, ktére poprzez odcigcie koncowych
fragmentéw kwasu sialowego powoduja redukcje ujemnego tadunku krwi-
nek, zmniejszajac w ten sposob sity wzajemnego odpychania si¢ krwinek.
Przeksztalceniu ulegaja rowniez przeciwciala, Scislej fragmenty Fab (wia-
zace antygen). Zmiany te prowadza do wystapienia aglutynacji krwinek,
szczegOlnie gdy obecne sa przeciwciata z uktadu Rh,

e stosowania Srodowiska niskojonowego LISS (Low Ionic Strenght Solution),
ktore przyspiesza i utatwia laczenie antygenow z przeciwcialami odporno-
sciowymi, ale nie doprowadza do aglutynacji. Aglutynacj¢ optaszczonych
przeciwcialami krwinek, wywoluje dopiero dodanie surowicy antyglobuli-
nowej zawierajacej przeciwciala przeciwko globulinom ludzkim,

e stosowanie Srodowiska LEN, ktore jest mieszaning odczynnika niskojono-
wego LISS oraz enzymu (papainy lub bromeliny), w stosunku 3 :1. Obec-
no$¢ przeciwcial odpornosciowych, przede wszystkim z uktadu Rh, prowa-
dzi do wystapienia aglutynacji.
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przeciwciato IgM

krwinka czerwona

Ryec. 2.1. Aglutynacja krwinek pod wptywem przeciwciat IgM jest nastgpstwem bezpo-
Sredniego wigzania antygenu

2.6. Testy serologiczne

W rutynowych pracowniach serologicznych do wykrywania przeciwciat od-
pornosciowych stosowane sg dwa testy: test enzymatyczny LEN oraz posredni
test antyglobulinowy PTA. Natomiast bezposredni test antyglobulinowy BTA
stuzy w diagnostyce do wykrywania krwinek czerwonych optaszczonych in vivo
przeciwciatami lub sktadnikami C3 dopelniacza.

2.6.1. Test enzymatyczny LEN

Jest szczegdlnie uzyteczny w wykrywaniu przeciwcial odpornosciowych z
uktadu Rh. Test ten charakteryzuje si¢ duza czutoscia. Technika wykonania testu
zostala przedstawiona w czgsci ¢wiczeniowe;.

2.6.2. Posredni test antyglobulinowy PTA

Jest stosowany do wykrywania przeciwcial odpornosciowych i sktadnikow
komplementu zwigzanych z krwinkami czerwonymi. W tescie tym przeciwciata
odporno$ciowe, zwigzane z antygenami krwinek czerwonych, ale nie powoduja-
ce ich aglutynacji, wykrywane sa za pomocg surowicy antyglobulinowe;j.
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’ krwinka

r \czerwona

Ryec. 2.2. Przeciwciala odpornosciowe ,,optaszczaja” krwinki czerwone, nie sa zdolne do
bezposredniej aglutynacji krwinek czerwonych

Surowicg antyglobulinowa uzyskuje si¢ poprzez immunizacj¢ zwierzat do§wiad-
czalnych surowica ludzka. W wyniku reakcji odczynnika antyglobulinowego z
przeciwciatami zaadsorbowanymi na powierzchni krwinek badanych dochodzi
do aglutynacji krwinek czerwonych. Najczesciej stosuje sig surowice antyglobu-
linowe poliwalentne, zawierajace przeciwciala skierowane przeciwko immuno-
globulinom IgG, IgM oraz sktadnikom komplementu.

Zasada wykonania posredniego testu antyglobulinowego obejmuje trzy etapy:

e I etap: uczulanie krwinek (dawcy) in vitro (inkubacja w temp. 37°C) z su-
rowica (biorcy), ktora moze zawiera¢ przeciwciata odpornosciowe przeciw-
ko antygenom krwinek czerwonych;

e II etap: usunigcie surowicy wraz z przeciwcialami, ktére nie zwiazaly si¢ z
antygenami krwinek, poprzez 4-krotne odptukanie krwinek sola fizjolo-
giczng;

e [III etap: aglutynacji krwinek uczulonych (oplaszczonych) przeciwciatami
poprzez dodanie surowicy antyglobulinowej, ktéra zawiera przeciwciala
skierowane do globulin ludzkich.

Schemat wykonania testu znajduje si¢ ponizej w cze$ci cwiczeniowe;.
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2.6.3. Bezposredni test antyglobulinowy BTA

Test bezposredni wykrywa przeciwciata, ktore zwigzaty si¢ z krwinka in
vivo, jako efekt obecno$ci autoprzeciwcial, przeciwcial matczynych przeciwko
antygenom dziecka w chorobie hemolitycznej noworodkéw, czy wreszcie prze-
ciwcial powodujacych immunologiczne odczyny poprzetoczeniowe. Z tego po-
wodu wykonanie BTA omija I etap przedstawionego wyzej postgpowania dla
posredniego testu antyglobulinowego.

2.7. Uklad grupowy ABO

Antygeny uktadu ABO wystepuja na powierzchni krwinek czerwonych oraz

w innych komorkach organizmu ludzkiego. W postaci rozpuszczonej wystgpuja

we wszystkich ptynach ustrojowych (za wyjatkiem plynu moézgowo-

rdzeniowego) u 0séb posiadajacych gen sekrecji Se (wydzielacze, ok. 80% po-
pulacji).

Uktad grupowy ABO jest najwazniejszym ukltadem grupowym krwinek
czerwonych ze wzgledu na:

e regularne wystgpowanie przeciwciat dla tych antygenow uktadu ABO, kto-
rych nie posiadaja krwinki danego osobnika oraz zdolnos$ci do wiazania
komplementu przez alloaglutyniny uktadu ABO, co prowadzi do we-
wnatrznaczyniowej hemolizy przetoczonych, niezgodnych krwinek czerwo-
nych, oraz

e powszechno$¢ wystgpowania w ustroju cztowieka.

Uktad ABO jest genetycznie uwarunkowany trzema genami allelomorficz-
nymi zajmujacymi jedno miejsce w chromosomie. Gen O jest amorficzny tzn.
nie produkuje determinanty antygenowej i jest zdominowany przez geny A i B.
Immunodeterminanta antygenu A jest N-acetylogalaktozamina, a antygenu B —
D-galaktoza. Ludzkie krwinki przynaleza do jednej z grup krwi: A, B, AB lub O.

Grupy krwi praktyczne pozostaja niezmienne przez cale zycie. Antygeny A
oraz B uktadu ABO ksztaltuja si¢ pod koniec ciazy, dlatego u noworodkow i
niemowlat moga wykazywac stabsza ekspresje niz w pozniejszych okresach
zycia. Podstawowa substancja, z ktorej pod kontrola odpowiednich gendéw roz-
wijaja si¢ antygeny A i B, jest antygen H, ktorego ekspresja jest ostabiona u
0sOb z tymi antygenami, natomiast pozostaje niezmieniona u osoéb grupy O. W
obrebie antygenu A wystepuje dalsze zroznicowanie antygenu na grupy: Al, A2,
A3, Ax. Odmiany antygenu B wystepuja znacznie rzadziej.

Przeciwciata uktadu ABO, anty-A i anty-B, sg przeciwciatami regularnymi,
wystepuja jako staty sktadnik surowicy u ludzi z nieobecnym odpowiednim
antygenem. Sg to przeciwciata naturalne, w wigkszosci klasy IgM, chociaz u
0s0b z grupa O wystepuja przeciwciata anty-A, B nalezace do IgG. Reaguja one
czgsto z odmianami antygenu A nie rozpoznawanymi przez przeciwciata anty-A
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od 0s6b z grupa B. Maja one zdolno$¢ przechodzenia przez tozysko i moga by¢
przyczyna choroby hemolitycznej noworodkéw. Inne, nieregularne i rzadziej
wystegpujace przeciwciata uktadu ABO przedstawiono w tabeli 2.3.

Tabela 2.3. Czgsto$¢ wystgpowania antygenow i przeciwciat uktadu ABO

Czestosé Allo- Allo- Czestose
Feno- . .. . wystepo-
; Genotyp | wystgpowania przeciwciala przeciwciata wamia
P % regularne nieregularne o
(V]
0 0/0 33 anty-A
A/O
A 1 A 1 / A 1
AJA, 31 anty-B anty-H rzadko
A, A,/O
AJA, 9 anty-B anty-A, 2
B B/O bardzo
B/B 19 anty-A anty-H rzadko
AB A,/B 6 anty-H rzadko
A,B A,/B 2 anty-A, 26

2.8. Uklad grupowy Rh

Jest jednym z najbardziej polimorficznych uktadéw grupowych krwi. Anty-
geny tego uktadu znajduja sie wytacznie na krwinkach czerwonych, nie spotyka
si¢ ich na innych komédrkach, czy w ptynach ustrojowych. Antygeny tego uktadu
rozwijaja si¢ bardzo wczesnie w zyciu ptodowym, okolo 5-6 tygodnia Zzycia
ptodowego, osiagajac pelna immunogenno$¢. Za najwazniejszy antygen tego
uktadu uwaza si¢ antygen D, ktory sposrod wszystkich antygendw grup krwi jest
najbardziej efektywnym immunogenem. Dlatego tez obecnos¢ lub nieobecno$¢
tego antygenu na krwinkach decyduje o przynaleznosci do grupy, odpowiednio:
,Rh dodatnich” lub ,,Rh ujemnych”. Osoby Rh dodatnie stanowia okoto 85%
rasy bialej. Antygeny uktadu Rh sa biatkami blonowymi krwinki czerwonej,
ktorych obecno$¢ zapewnia wlasciwa strukturg i stabilno$¢ btonie komoérkowe;.

Najczesciej okreslane antygeny uktadu Rh to antygeny: Dd Cc Ee. Moga one
wystepowac¢ w réznych odmianach. Antygen D jest zbiorem epitopdw o rdznej
konformacji. W mniej niz 1% przypadkow dochodzi do zmniejszonej ekspresji
epitopow na powierzchni krwinek czerwonych, co jest przyczyna powstawania
stabej odmiany antygenu D (staby D) dawniej okreslanej jako Du. Staby antygen
D ma prawidlowa budowg, ale wystgpuje w stosunkowo niewielkich ilosciach na
powierzchni krwinek czerwonych, stad moze by¢ powodem watpliwych reakcji
z przeciwciatami anty-D. Inna, znacznie rzadziej wyst¢pujaca odmiana antygenu
D, to tzw. D czg$ciowy. Charakteryzuje si¢ nieprawidlowa, niekompletna budo-
wa czasteczki, w ktorej nie wystgpuje jeden lub kilka epitopéw antygenu D.
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Brak okreslonych epitopoéw jest podstawa do podziatu czesciowego antygenu D
na tzw. kategorie. Biorcy krwi posiadajacy antygen D czgéciowy, ktorym prze-
toczono krew dawcy Rh dodatniego, moga wytworzy¢ przeciwciata anty-D.

Przeciwciata uktadu Rh sa przeciwciatami typu odporno$ciowego. Ponad po-
towa 0s6b Rh ujemnych, ktorym przetoczono krew Rh dodatnia, wytwarza prze-
ciwciala anty-D. Mozna réwniez wykry¢ u biorcow krwi tzw. bierne przeciwcia-
fa anty-D jako efekt wczesniejszego podania immunoglobuliny anty-D. Wéréd
0s6b Rh ujemnych czegsto spotykanymi przeciwciatami sa anty-C lub anty-E,
ktore moga wystepowac obok przeciwcial anty-D.

2.9. Proéba serologicznej zgodnosci biorcy i dawcy przed
przetoczeniem (proba krzyzowa)

Préba serologicznej zgodno$ci biorcy i dawcy przed przetoczeniem
(proba krzyzowa) jest jednym z najwazniejszych badan wykonywanych w
pracowni serologicznej. Praktycznie kazde przetoczenie krwi moze prowa-
dzi¢ do immunizacji biorcy, dlatego przetaczane krwinki dawcy musza by¢
zgodne z krwinkami biorcy w zakresie antygenéw ukladu ABO i antygenu
D z ukladu Rh oraz tych antygen6éw innych ukladéw, przeciwko ktérym
biorca kiedykolwiek wytworzyl przeciwciala odpornosciowe.

Bezpieczna i efektywna transfuzja wymaga od pracownikéw laboratorium
spelienia nastgpujacych warunkow:

e stalego zwracania uwagi na stosowanie sprawdzonych odczynnikéow i suro-
wic diagnostycznych i na prawidlowe wykonywanie obowiazujacych badan

e climinacji bledéw ,,ludzkich”

e zapoznania si¢ z ,,serologiczng” przesztoscia chorego (przetoczenia krwi,
ciaze, informacje o przeciwciatach wykrywanych w przesztosci). Dane na
ten temat zawarte sa w takich dokumentach jak: wpisy w dokumentach oso-
bistych, karty informacyjne ze szpitali, dokumentacja w ksiazeczce ustug
medycznych, wyniki badan bedace w posiadaniu pacjenta.

2.9.1. Zasady stanowiqce serologiczng podstawe krwiolecznictwa

1. Przetacza si¢ krew zgodna w zakresie antygendéw uktadu ABO i antygenu
D z uktadu Rh.

2. Przetaczana krew nie moze zawiera¢ antygenu reagujacego z przeciwcia-
fami biorcy lub antygenu, ktéry byt odpowiedzialny za stwierdzana alloimmuni-
zacje w przeszlosci.

3. W celu zapobiegania dalszej immunizacji, chorym, ktorzy kiedykolwiek
wytworzyli alloprzeciwciata odpornosciowe oraz chorym, u ktoérych stwierdza
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si¢ autoprzeciwciata aktywne w 37°C, nalezy przetacza¢ krew zgodna fenoty-
powo w ukladzie Rh i zgodna w antygenie K z uktadu Kell.

4. Osobom pici zenskiej do okresu menopauzy nalezy w miar¢ mozliwosci
oznacza¢ antygen K i jezeli jest on nieobecny, dobiera¢ krew K ujemna.

Odstepstwa od zasad — dobieranie do przetoczen KKCz grupy O chorym
innej grupy
Dobieranie do przetoczen KKCz grupy O chorym innej grupy jest dopusz-
czalne w nastgpujacych okoliczno$ciach:
e stany zagrazajace zyciu, gdy brak krwi jednoimienne;j,
e obecnos¢ alloprzeciwciat odpornosciowych, przy braku zgodnej krwi
jednoimienne;j,
e Dbardzo staba ekspresja antygenu A lub B, albo trudnos$ci w okresleniu
grupy ABO,
e brak krwi Rh ujemnej jednoimiennej w uktadzie ABO.

2.9.2. Wlasciwa proba zgodnosci serologicznej

Wykonanie proby krzyzowej obejmuje przeprowadzenie szeregu badan labo-
ratoryjnych, w sktad ktérych wchodza:

1. Potwierdzenie zgodnosci antygenow uktadu ABO biorcy i dawcy krwi.
Jest to najwazniejsze z badan proby zgodnosci ze wzgledu na powazne konse-
kwencje przetaczania krwi niezgodnej w uktadzie ABO.

2. Kontrola antygenu D biorcy krwi, a gdy biorca jest Rh ujemny rowniez
kontrola antygenu D u dawcy. Celem tego badania jest zabezpieczenie biorcow
Rh ujemnych przed przetoczeniem krwi Rh dodatniej.

3. Sprawdzenie obecno$ci przeciwcial odporno$ciowych w surowicy biorcy
krwi przeciwko krwinkom dawcy. Obecnos¢ takich przeciwciat jest powodem
odrzucenia krwi badanego dawcy do przetoczenia oraz, po okresleniu swoistosci
przeciwcial, dobrania innego dawcy, ktorego krwinki nie maja tego antygenu.

4. Sprawdzenie obecnosci przeciwcial odpornosciowych w surowicy biorcy
krwi przeciwko krwinkom wzorcowym zawierajacym antygeny, dla ktérych
przeciwciala odporno$ciowe sa najczgsciej wytwarzane. Obecnos¢ przeciwciat
odpornosciowych skierowanych do krwinek wzorcowych, ale nie do krwinek
dawcy, wymaga okreslenia swoistosci przeciwciat i dobierania dawcy, ktorego
krwinki nie maja antygenu dla tych przeciwciat.

Wynik préby Krzyzowej jest wazny przez 48 godzin od momentu po-
brania krwi do badania. Te same zasady odnosza si¢ do okresu waznoSci
testu przegladowego na obecnos¢ przeciwcial odporno$ciowych. Jezeli krew
nie zostala w tym oKkresie przetoczona, obowigzuje powtdrzenie proby
zgodnoS$ci ze Swiezo pobrang probka krwi.
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2.10. Konflikt serologiczny

Przyczyna tzw. konfliktu serologicznego jest przeciek plodowo-matczyny,
czyli kontakt krwi matki z niewielka iloscia krwi dziecka. Zazwyczaj ma to
miejsce dopiero w momencie porodu, gdyz krew dziecka i matki w czasie ciazy
nie miesza si¢ dzigki istnieniu sprawnej bariery tozyskowej. Po przedostaniu si¢
krwinek plodu/noworodka do krwiobiegu matki jej organizm zaczyna wytwa-
rza¢ przeciwciala typu IgM i IgG, przeciw antygenom obecnym na krwinkach
czerwonych. Przyktadowo, przeciwciala przeciw antygenowi D z ukladu Rh,
wytwarzane moga by¢ wskutek immunizacji matki Rh (-) krwia dziecka Rh (+).
Przeciwciata klasy IgG maja zdolno$¢ przenikania bariery tozyskowej w trakcie
nastegpnej ciazy, dlatego w przypadku plodu Rh (+) przeciwciata IgG matki nisz-
cza jego erytrocyty, powodujac gleboka niedokrwisto§¢ hemolityczna. Skutkuje
to zahamowaniem rozwoju ptodu i moze doprowadzi¢ do jego obumarcia, poro-
nienia lub przedwczesnego porodu. Choroba hemolityczna noworodka moze
pojawic si¢ niekiedy w trakcie trwania pierwszej ciazy, np. jako powiktanie za-
biegow wewnatrzmacicznych. Ze wzgledu na szeroko stosowana profilaktyke sa
to przypadki sporadyczne, a wigkszos¢ ciaz tzw. "konfliktowych" konczy sig
urodzeniem zdrowego dziecka.

Mniej groznym i rzadziej wystepujacym jest konflikt w zakresie uktadu grup
gtéwnych krwi (A, B, O, AB). Ten rodzaj konfliktu moze pojawi¢ sig, gdy mat-
ka ma grupg krwi np. O, a dziecko dziedziczy grupg A lub B. Krwinki dziecka
powoduja powstawanie przeciwcial typu odpornosciowego u matki, a skutki
tego procesu sa podobne jak w przypadku konfliktu w zakresie uktadu Rh. W
przeciwienstwie do niezgodnosci w ukladzie Rh, w konfliktach grup gtéwnych
krwi pierwsze dziecko choruje rownie czgsto jak nastgpne. W nastgpstwie tego
konfliktu dochodzi do niedokrwistosci z towarzyszaca hiperbilirubinemia, czego
skutkiem moze by¢ okoloporodowa, wczesna i nasilona zéttaczka noworodka.

2.11. Skladniki krwi i produkty krwiopochodne

Z krwi pobieranej od zdrowych dawcow otrzymywane sa:

e morfotyczne, upostaciowane sktadniki krwi: koncentrat krwinek czer-
wonych, koncentrat granulocytarny, koncentrat krwinek plytkowych,

e osocze §wiezo mrozone oraz krioprecypitat,

e produkty krwiopochodne, uzyskiwane poprzez frakcjonowanie duzych
objetosci osocza; albumina, immunoglobuliny, czynniki krzepnigcia
(gtownie czynnik VIII i IX).

Preparaty krwi zawieraja ptyny konserwujace, zapobiegajace krzepnigciu
krwi oraz zawierajace substancje odzywcze, umozliwiajace przechowywanie
krwi w temperaturze lodowki od 21- 42 dni (w zaleznosci od sktadu ptynu kon-
serwujacego).
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Koncentrat krwinek czerwonych (KKCz) uzyskuje si¢ z krwi pelnej przez
usunigcie osocza przy uzyciu separatora komorkowego (erytroafereza). Stoso-
wany jest najczesciej w leczeniu niedokrwisto$ci u chorych normowolemicz-
nych oraz do transfuzji wymiennych u noworodkow.

Koncentrat granulocytarny (KG) uzyskuje si¢ metoda automatycznej afere-
zy, co umozliwia pobranie catej jednostki koncentratu od jednego dawcy. Wska-
zania sa ograniczone, dotycza chorych z cigzka neutropenia i zaburzeniami
funkcji granulocytow i dlatego wymagaja szczegotowej konsultacji z transfuzjo-
logiem.

Koncentrat krwinek ptytkowych (KKP) mozna otrzymywaé metoda wirowa-
nia krwi pobranej od jednego dawcy, a pojedyncze jednostki moga by¢ taczone
bezposrednio przed podaniem. Wskazaniem do podawania plytek jest matoptyt-
kowos¢ ponizej 10 G/L, spowodowana niedostatecznym wytwarzaniem ptytek,
zwigkszonym niszczeniem ptytek, zaburzeniami ich funkcji, rozcienczeniem
poprzetoczeniowym oraz przygotowywanie pacjentow z maloptytkowoscia do
zabiegow chirurgicznych. Decydujacym wskazaniem jest stan klinicznych cho-
rego, czyli obecno$¢ i nasilenie objawow skazy krwotoczne;j.

Osocze $wiezo mrozone otrzymywane jest droga plazmaferezy i natychmiast
mrozone, co zapewnia aktywno$¢ czynnikéw krzepnigcia. Stosowane jest naj-
czgsciej jako substrat do wytwarzania produktow krwiopochodnych, oraz w
leczeniu zaburzen krzepnigcia wynikajacych z niedoboru czynnikdéw, w zakrze-
powej plamicy matoptytkowej i przy stosowaniu doustnych antykoagulantow.

Krioprecypitat jest frakcja krioglobulin, uzyskiwana z $wiezo mrozonego
osocza metoda rozmrazania w okre§lonych warunkach. Stosowany w leczeniu
DIC-u, niedoborach fibrynogenu oraz czynnikéw krzepnigcia, gdy nie ma moz-
liwosci doboru wiasciwych produktow wysokooczyszczonych (np. czynnika
VIII lub IX).

W niektorych sytuacjach klinicznych wskazane jest stosowanie preparatow,
ktore zostatly poddane szczegodlnej preparatyce — np. eliminacji leukocytow
(ubogoleukocytarny KKCz lub KKP), usunigcia resztkowych sktadnikéw osocza
(przemywanie KKCz lub KKP) oraz eliminacji zywych limfocytow (napromie-
niowanie sktadnikow krwi).

2.12. Powiklania poprzetoczeniowe

Powiklania poprzetoczeniowe sa niejednorodna grupa reakcji na przetocze-
nie sktadnikéw krwi i moga pojawiaé si¢ w trakcie transfuzji, tuz po jej zakon-
czeniu oraz w okresie kilku dni, miesigcy a nawet lat po przetoczeniu (np. zaka-
zenia przenoszone droga krwi).

Zaroéwno personel jak i pacjent powinni zosta¢ poinformowani o konieczno-
$ci zgtoszenia kazdego niepokojacego objawu, a w szczegdlnosci zaczerwienie-
nia skory, wysypki, dreszczy, dusznos$ci, bolu konczyn lub bolu w okolicach
ledzwiowych. Jezeli zaburzenia pojawia si¢ w trakcie transfuzji, nalezy ja prze-
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rwac, podiaczy¢ 0,9% NaCl, a przypadek zgltosi¢ do Banku Krwi i RCKiK, sto-
sujac okreslony protokot postepowania.

Najczestsze objawy towarzyszace ostrym reakcjom poprzetoczeniowym, to:

e goraczka (moze by¢ wynikiem ostrej hemolizy wewnatrznaczyniowej
lub obecnosci przeciwciat przeciw leukocytom lub cytokinom zawartym
w podawanym preparacie),

e pobudzenie, dreszcze,

e nagly spadek lub wzrost ci$nienia,

e bol w miejscu wktucia, w klatce piersiowej, bol brzucha lub okolicy lg-

dzwiowej,

e dusznos$¢, zaburzenia oddychania,

e zmiany skorne (pokrzywka, rumien — najczg$ciej w wyniku obecno$ci

przeciwciat anty-1gA),

e nudno$ci i wymioty,

e ciemny kolor moczu (ostra reakcja hemolityczna),

e krwawienia, skaza krwotoczna.

Opo6znione odczyny poprzetoczeniowe pojawiaja si¢ u chorych immunizowa-
nych podczas ciazy lub wczesniejszych przetoczen, u ktorych miano przeciwciat jest
tak male, Ze nie udaje si¢ ich wykry¢ w probach przedtransfuzjnych. Powtdrna im-
munizacja podwyzsza ich miano, co objawia si¢ reakcja immunologiczna: goraczka,
niedokrwisto$cia i zottaczka, najczgsciej po 7-10 dniach od przetoczenia.

2.13. Cwiczenia praktyczne
2.13.1. Cwiczenie 1
Oznaczenie grupy krwi i Rh

Stosowana metoda
Badanie wykonuje si¢ metoda manualna z zastosowaniem plastikowej ptytki,
zestawu krwinek wzorcowych i odczynnikow monoklonalnych.

Material biologiczny

Krew zylna pobrana do suchej probowki. Po catkowitym wykrzepieniu krwi,
co trwa zwykle okoto 30 minut krew nalezy wirowac z przyspieszeniem 1000 do
1200 x g przez 10-15 minut.

Odczynniki

- 10% zawiesina krwinek wzorcowych grupy: A, B oraz O w soli fizjolo-
gicznej

- odczynniki monoklonalne anty-A, anty-B oraz anty-D

- 50l fizjologiczna (0,9% NaCl)
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Sprzet laboratoryjny

- plastikowe probowki o pojemnosci 5 ml

- pipety serologiczne

- plastikowe kubeczki

- plastikowe ptytki do oznaczania grup krwi
- statywy do probowek

- wiréwka serologiczna

Kontrola zestawu przeciwcial monoklonalnych i krwinek wzorcowych
do oznaczania grup krwi

Na ptytce plastikowej w pionowym rzedzie, umiesci¢ 3 x po 1 kropli prze-
ciwcial monoklonalnych anty-A. W drugim rzg¢dzie obok, umiesci¢ 3 x po 1
kropli przeciwcial monoklonalnych anty-B. Nastepnie doda¢ po 1 kropli krwi-
nek wzorcowych w rzgdach poziomych, odpowiednio grupy: O, A; oraz B. Po-
ruszy¢ plyta ruchem okreznym i pozostawi¢ przez 2 do 5 minut (lub wedlug
zalecen asystenta) w temperaturze pokojowej. Zestaw jest prawidlowo przygo-
towany, jezeli otrzymano silne aglutynacje, zgodnie z ponizsza rycina:

odczynnik monoklonalny

a-A a-B
| |
0O—>»
krwinki O
wzorcowe A O
B—»

Ryc. 2.3. Kontrola zestawu do oznaczania grupy krwi

Kontrola zestawu przeciwcial monoklonalnych do oznaczenia Rh

Na ptytce plastikowej w pionowym rzgdzie, umiesci¢ 2 x po 1 kropli prze-
ciwcial monoklonalnych anty-D. Nastepnie doda¢ po 1 kropli krwinek wzorco-
wych w rzedach poziomych, odpowiednio Rh dodatnich i Rh ujemnych. Poru-
szy¢ ptyta ruchem okreznym i pozostawi¢ przez 2 do 5 minut (lub wedtug zale-
cen asystenta) w temperaturze pokojowe;j.
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Zestaw jest prawidlowo przygotowany, jezeli otrzymano silne aglutynacje,
zgodnie z ponizsza rycina.

odczynnik monoklonalny a-D

krwinki R

WZOrcowe
ro — O

Ryec. 2.4. Kontrola zestawu do oznaczania Rh

Oznaczenie grupy krwi i Rh badanej prébki krwi

W statywie, obok probowki z badang krwig umiesci¢ dwie dodatkowe pro-
bowki, oznaczone numerami I oraz II. Do probowki nr I przenies¢ pipetka bada-
na surowicg. W proboéwce nr Il przygotowaé okoto 10% zawiesing badanych
krwinek (1 kropla gestych krwinek + 9 kropli soli fizjologicznej), zgodnie z
rycing 2.5.

l 0,9% NaCl

U

probka surowica 10% zawiesina
badana krwinek badanych
w 0,9% NaCl

Ryc. 2.5. Przygotowanie krwi do badania

Na ptlytce plastikowej nalezy oznaczy¢ rodzaj dodawanych przeciwciat mo-
noklonalnych i krwinek wzorcowych, zgodnie z ryc. 2.6. Nastgpnie dodaé¢ do
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odpowiednich przeciwcial po 1 kropli przygotowanej 10% zawiesiny badanych
krwinek, a do krwinek wzorcowych — po 1 kropli badanej surowicy. Poruszy¢
ptytka ruchem okr¢znym i pozostawi¢ 2 do 5 minut w temperaturze pokojowe;.

odczynnik monoklonalny krwinki wzorcowe
a-A a-B a-D ,,0” A, B

| — A
@0 o O OO
Nt/

J’_

10% zawiesina krwinek
badanych w 0,9% NaCl

Ryc. 2.6. Wykonanie oznaczenia grupy krwi i Rh

Odczyta¢ wyniki aglutynacji i okresli¢ grupe krwi wedtug ryciny 2.7. Okre-
sli¢ Rh badanej krwi. Obecnos$¢ aglutynacji oznacza, ze badane krwinki sa Rh
(+), natomiast jej nieobecno$¢ oznacza, ze krwinki sa Rh (-).

Uwaga:

Oznaczenia antygenéw ukladu ABO i Rh w pracowniach serologicznych
przeprowadza si¢ za pomoca dwoch zestawdw zawierajacych rozne linie prze-
ciwcial monoklonalnych anty-A, anty-B oraz anty-D (IgM). Przy stosowaniu
odczynnikéw monoklonalnych nalezy przestrzega¢ zalecen producenta. Wynik
odczytuja dwie osoby. Odczyt zapisywany jest w ksiedze badan i jest potwier-
dzany podpisem przez dwie osoby. Po badaniu krew przechowywana jest przez
5 dni w temp. +4°C.
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odczynnik o o
monoklonalny krwinki wzorcowe grupa  przeciwciala
a-A a-B »0” A B
O aAaB
A, a-B
s i B’ a-A
o

Ryec. 2.7. Wyniki oznaczenia grupy krwi

WYNIK PRZEPROWADZONEGO BADANIA: ..o,
2.13.2. Cwiczenie 2

Wykonanie proby zgodnoSci serologicznej miedzy biorca i dawea krwi
(proba krzyzowa)

Badanie jest wykonywane wspolnie przez dwie siedzace obok siebie osoby z
wykorzystaniem probek krwi, w ktorych oznaczono grupe krwi i Rh, bez wzgle-
du na wynik oznaczenia albo zgodnie z zaleceniami asystenta. Jedna z badanych
probek krwi bedzie probka krwi biorcy, druga natomiast krwia dawcy. Dla ce-
low dydaktycznych na ¢wiczeniu zostanie wykonana cze$¢ proby krzyzowej tj.
wykrywanie przeciwcial odpornosciowych w tescie enzymatycznym LEN oraz
reakcja surowicy biorcy z krwinkami dawcy w tescie enzymatycznym LEN.

Uwaga:

Kontrola zgodnosci grup krwi w uktadzie grupowym ABO oraz antygenu D
z uktadu Rh miedzy biorca i dawca krwi zostala wykonana jako Cwiczenie 1.

Odczynniki:
- 50l fizjologiczna (0,9% NaCl)
- odczynnik o niskiej sile jonowej LISS
- odczynnik LEN (mieszanina LISS: papaina, objetosciowo 3:1)
- surowica biorcy
- 10% zawiesina krwinek biorcy w soli fizjologiczne;j
- 10% zawiesina krwinek dawcy w soli fizjologicznej
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- 5% zawiesina krwinek biorcy w LISS

- 5% zawiesina krwinek dawcy w LISS

- 5% zawiesina krwinek wzorcowych w LISS

- 5% zawiesina krwinek Rh (+) w LISS

- 5% zawiesina krwinek Rh (-) w LISS

- standard anty-D

- surowica antyglobulinowa

Uwaga:

Odczynnik LEN nalezy przygotowac ex tempore. Trwato§¢ odczynnika wy-
nosi 4 godziny.

Sprzet:

- plastikowe probowki o pojemnosci 5 ml
- pipety serologiczne

- plastikowe kubeczki

- statywy do probowek

- wirdwka serologiczna

Przygotowanie 5% krwinek biorcy oraz krwinek dawcy w LISS

Zawiesiny odpowiednich krwinek w odczynniku LISS zostang uzyte w te-
scie enzymatycznym LEN. W statywie z probkami krwi biorcy oraz dawcy,
obok probéwek oznaczonych nr I (surowica) i II (10% zawiesina krwinek w soli
fizjologicznej), umiesci¢ probowke oznaczona nr III (5% krwinki w LISS), ryc.
2.8.

I II III

odczynnik
niskojonowy
LISS
: . 10% zawiesina 5%, zawiesina
bk
E;(c)lanz SUOWICR ™ rwinek badanych krwinek badanych
w 0,9% NaCl w LISS

Ryec. 2.8. Przygotowanie krwinek w odczynniku LISS
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Przygotowanie 5% zawiesiny krwinek biorcy oraz dawcy w odczynniku
LISS:

- przenies¢ pipeta ok. 0,25 ml krwinek z probowki 11 (10% zawiesina krwi-
nek w soli fizjologicznej) do probowki I11

- doda¢ ok. 1 ml odczynnika LISS

- wstawi¢ do wirowki, odwirowaé

- supernatant znad osadu odciagnaé pipeta i odrzucié

- osad krwinek zawiesi¢ w ok. 0,5 ml odczynnika LISS

Wykrywanie w surowicy biorcy obecnosci przeciwcial odpornosciowych
przeciwko krwinkom wzorcowym w te$cie enzymatycznym LEN oraz reak-

cja surowicy biorcy z krwinkami dawcy w te$cie enzymatycznym LEN

Badanie wykonac¢ zgodnie z nastgpujaca rycina:

*

krwinki biorcy

krwinki dawcy * 2 krople krwinek
krwinki wzorcowe CDE * w LISS
kontrola O(+) *
kontrola O(-) *

LEN * Ok * * * 1 kropla

inkubacja 10 min., 37 °C

inkubacja 3 min., 37 °C

wirowanie 1 min/1000 obr/min

odczyt >

Ryc. 2.9. Wykrywanie w surowicy biorcy obecnosci przeciwciat odpornosciowych prze-
ciwko krwinkom wzorcowym w tescie enzymatycznym LEN oraz reakcja surowicy
biorcy z krwinkami dawcy w tescie enzymatycznym LEN
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Interpretacja badania:

Wyniki odczytuje si¢ makroskopowo, wstrzasajac lekko zawartoscig probo-
wek.

Badanie jest wykonane prawidlowo, jezeli aglutynacja wystapita w probow-
ce nr 4 (kontrola (+), krwinki Rh(+) z przeciwciatami odporno$ciowymi anty-
D), natomiast nie wystapita w probowce nr 5 (kontrola (-), krwinki Rh(-) z prze-
ciwcialami odporno$ciowymi anty-D).

Proba jest zgodna, jezeli poza probowka nr 4, nie wystapila aglutynacja.

Aglutynacja w probowce nr 1 (krwinki biorcy + surowica biorcy) oznacza
obecno$¢ autoprzeciwcial.

Aglutynacja w probdéwce nr 2 (krwinki dawcy + surowica biorcy) oznacza
obecno$¢ w surowicy biorcy przeciwcial odpornosciowych skierowanych do
krwinek dawcy.

Aglutynacja w probowce nr 3 (surowica biorcy + krwinki wzorcowe) ozna-
cza obecno$¢ przeciwcial skierowanych do antygenow krwinek wzorcowych.

Aglutynacja obecna we wszystkich probowkach najczegsciej oznacza wyste-
powanie nieswoistej przyczyny. Interpretacja takiego badania jest niemozliwa.

Brak aglutynacji we wszystkich probowkach oznacza, ze procedura badania
zostala wykonana nieprawidtowo. Interpretacja badania jest niemozliwa.

WYNIK PRZEPROWADZONEGO BADANIA.......cooiiiiiiie,

Wykrywanie obecnosci przeciwcial odpornosciowych w surowicy biorcy
skierowanych do krwinek dawcy (whasciwa proba zgodnoSci serologicznej)
oraz krwinek wzorcowych posrednim testem antyglobulinowym (PTA) w
Srodowisku niskojonowym

Badanie wykona¢ zgodnie z rycing 2.10.

Interpretacja badania: jak w metodzie enzymatycznej LEN.

Uwaga:

W rutynowych pracowniach serologicznych probg zgodnosci serologicznej
(wykrywanie w surowicy biorcy przeciwciat przeciwko krwinkom dawcy) wy-
konuje si¢ tylko w posrednim tescie antyglobulinowym. Po badaniu krew prze-
chowywana jest przez 5 dni w temp. +4°C.



2. Badania immunohematologiczne w transfuzjologii 49

*

krwinki biorcy

krwinki dawcy * 2 krople krwinek
krwinki wzorcowe * w LISS
kontrola O(+) #

kontrola O(-) *

inkubacja 20 min., 37 °C

4 x przemycie krwinek sola fizjologiczng

surowica antyglobulinowa
poliwalentna * * * * * 2 krople

wirowanie 1 min/1000 obr/min
odczyt

Ryc. 2.10. Wykrywanie obecnos$ci przeciwcial odpornosciowych w surowicy biorcy
skierowanych do krwinek dawcy (wlasciwa proba zgodnos$ci serologicznej) oraz krwi-
nek wzorcowych posrednim testem antyglobulinowym (PTA) w $rodowisku niskojono-
wym
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3. ENZYMATYCZNE I BIALKOWE MARKERY PATOLOGII
NARZADOWYCH

Tadeusz Pawelczyk

Enzymologia kliniczna jest praktycznym wykorzystaniem nauki o enzymach
do diagnozowania stanow chorobowych pacjentow. Od strony analitycznej pole-
ga to na pomiarze aktywnosci lub okresleniu poziomu biatka enzymu w ptynach
ustrojowych (surowica/osocze, ptyny srodtkankowe, mocz), gdzie w normalnych
warunkach enzymy wystepuja w niewielkich ilo$ciach. Kazda tkanka posiada
swoj specyficzny profil enzymatyczny. Dlatego wykrycie zmiany poziomu okre-
slonych enzymoéw w stanach chorobowych pozwala wnioskowa¢ o lokalizacji i
rodzaju zmian patologicznych zachodzacych w organizmie.

3.1. Nazewnictwo enzymow

Enzymy sa biatkami posiadajacymi wlasciwosci katalizatorow biologicz-
nych tj. substancji przyspieszajacych reakcje chemiczne. Migdzynarodowa Unia
Biochemiczna (IUB) wprowadzita uniwersalny system nazewnictwa i klasyfika-
cji pozwalajacy jednoznacznie opisa¢ enzymy dotad poznane oraz te, ktore zo-
stang odkryte w przysztosci (http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme/). W
systemie tym kazdy enzym jest opisany przez nazw¢ zwyczajowa, nazwe syste-
mowa oraz uniwersalny numer sktadajacy si¢ z liter EC oraz czterocyfrowego
numeru, w ktérym kazda cyfra jest oddzielona kropka. W tabeli 3.1 podano na-
zZwy zwyczajowe 1 systemowe oraz odpowiadajace im numery EC dla enzymow
najczesciej uzywanych w diagnostyce medycznej. Pierwsza cyfra w tym nume-
rze okresla przynalezno$¢ enzymu do jednej z szeéciu klas: 1, oksydoreduktazy;
2, transferazy; 3, hydrolazy; 4, liazy; 5, izomerazy; 6, ligazy. Dwie nast¢pne
cyfry okreslaja odpowiednie podklasy, a ostatnia cyfra jest numerem porzadko-
wym w obrebie danej podklasy. Zasady wydzielania poszczegolnych podklas i
pod-podklas sa odrgbne dla kazdej klasy glownej. 1 tak, w klasie pierwszej, do
ktorej naleza oksydoreduktazy (EC 1) podklasy (EC 1.n) utworzone sq w zalez-
nos$ci od rodzaju grupy, ktora jest donorem elektronu, natomiast przynaleznosc¢
enzymu do pod-podklasy (EC 1.n.n) zalezy od rodzaju grupy, ktora jest akcepto-
rem elektronu. Z kolei w klasie 3, do ktoérej naleza hydrolazy (EC.3) podklasy
(EC.3.n) utworzone sa wedtug kryterium rodzaju wiazania, ktore jest przez dany
enzym hydrolizowane, a przynalezno$¢ do pod-podklasy (EC 3.n.n) zalezy od
rodzaju zwiazku chemicznego (kwasy karboksylowe, tioestry, DNA, peptydy
itp.) bedacego substratem danego enzymu. W codziennej praktyce uzywane sa
zardwno nazwy zwyczajowe jak i systemowe (zalezy to od laboratorium Iub
regionu Europy, a takze firmy produkujacej dany zestaw do oznaczen), dlatego
w razie watpliwo$ci powinno si¢ zwraca¢ uwage rowniez na numer EC, ktory
jest unikalny dla danego enzymu.
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Tabela 3.1. Numery EC i nazwy niektorych enzyméw stosowanych w diagnostyce me-
dycznej

Numer Nazwa systemowa Nazwa zwyczajowa Symbol
EC
1.1.127 L-mleczan:NAD" oksydoreduktaza dehydrogenaza mleczanowa LD, LDH

2.6.1.1 L-asparaginian:2-oksoglutaran amino- aminotransferaza asparaginiano- AST,

transferaza wa, transaminaza asparaginowa AspAT,
SGOT
2.6.1.2 L-alanina:2-oksoglutaran aminotrans- aminotransferaza alaninowa, ALT,
feraza . ani AIAT,
transaminaza alaninowa SGPT
2.7.3.2  ATP:kreatyna N-fosfotransferaza kinaza kreatynowa CK
1.4.13 L-glutaminian:NAD(P") oksydore- dehydrogenaza glutaminianowa ~ GLDH
duktaza
2.3.22 (5-glutamyl)-peptyd:aminokwas 5- v-glutamylotransferaza, GGT,
glutamylotransferaza v-glutamylotranspeptydaza GGTP
3.1.1.8 acylohydrolaza acylocholinowa cholinesteraza, pseudocholineste- ChE,
raza,
SChe

esteraza cholinowa II, cholineste-
raza 0soczowa

3.1.3.1 fosfohydrolaza monoestru- alkaliczna fosfataza ALP
ortofosforowego (z optimum alka-
licznym)
3.1.3.2 fosfohydrolaza monoestru- kwasna fosfataza ACP
ortofosforowego (z optimum kwa-
$Snym)
3.1.3.5 fosfohydrolaza 5’-rybonukleotydu 5¢-nukleotydaza 5‘-NT, NTP
3.2.1.1 glikanohydrolaza 1,4-a-D-glikanu amylaza, a-amylaza AMY

3.2. Izoenzymy i izoformy enzymow

Enzymy, podobnie jak inne biatka podlegaja wielu potranslacyjnym prze-
mianom, ktore czgsto sa charakterystyczne dla danego rodzaju komorki. Prowa-
dzi to do powstania réznorodnych wariantéw tego samego enzymu nazywanych
izoformami. Izoformy te czasami ro6znia si¢ miedzy soba specyficzno$cia sub-
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stratowa, wlasciwos$ciami regulacyjnymi lub odpornoscia na utrat¢ aktywnosci.
Wspoélng cecha wszystkich izoform danego enzymu jest to, ze sa odmianami
tego samego biatka enzymatycznego kodowanego przez jeden gen (ryc. 3.1).

STt madyfikacia izoformy enzymu

MANAY | — Enzym Aqg, Enzym Aqp. Enzym Aqg, .
Gan A =3 pre -mANA = mANAZ = Enzym Agg, Enzym Aggp. Enzym Age, ...
MANA; | —— Enzym Anp. Eneym Anp. Encym Ang, ..

e lzoenzymy

Gen B— mANA — .
Gen C—= mRMNA—» .

™ 00

Ryc. 3.1. Schemat ilustrujacy mechanizmy powstawania izoform enzyméw (A) oraz
izoenzymow (B)

Istnieja rowniez formy enzymu roézniace si¢ miedzy soba struktura pierwszo-
rzedowa, czyli rodzajem i uporzadkowaniem aminokwasow w tancuchu pepty-
dowym. Bialka te sa produktami réoznych gendéw i nosza nazwe izoenzymow.
Cecha wspolna izoenzymow jest to, ze katalizuja ta sama reakcje¢ chemiczna,
pomimo nieraz znaczacych réznic w budowie i wlasciwosciach regulatorowych.
W codziennej praktyce okreslenia izoforma i izoenzym uzywa si¢ czgsto wy-
miennie, chociaz nie jest to poprawne. Wystgpowanie enzymow w postaci izo-
form oraz izoenzymow ma istotne implikacje praktyczne w enzymologii klinicz-
nej. Wiadomo, ze w niektorych narzadach lub typach komorek wystepuja okre-
slone formy enzymoéw przy jednoczesnym braku pozostatych. Stwarza to moz-
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liwo$¢ identyfikacji narzadu, w ktorym zachodza zmiany patologiczne, jezeli
dysponuje si¢ metoda pozwalajaca mierzy¢ poziom okreslonego izoenzymu lub
jego izoformy.

3.3. Pochodzenie enzyméw osocza

Naturalnym miejscem wystgpowania i dziatania wigkszo$ci enzymow sa
komorki. Niektore enzymy wydzielane sa do przestrzeni pozakomorkowej, gdzie
katalizuja odpowiednie reakcje chemiczne. Enzymy te okreSlane sa mianem
enzymow sekrecyjnych i naleza do nich miedzy innymi trombina i biatko C,
ktore biora udzial w procesie krzepnigcia krwi, czy acylotransferaza lecytyna-
cholesterol katalizujaca w osoczu krwi estryfikacje cholesterolu. Istnieje rowniez
grupa enzymow okre$lana mianem enzymow wydzielniczych (sekrecyjnych),
ktore syntetyzowane sa przez komorki, a nastgpnie sa wydzielane do krwi oraz
innych ptynéw ustrojowych. Do enzymow tych naleza migedzy innymi acylotran-
feraza lecytyna-cholesterol, jak rowniez enzymy uktadu krzepnigcia krwi (trom-
bina, plazmina, urokinaza, streptokinaza). Istnieje réwniez grupa enzymoéw
okreslana mianem enzymoéw wydalniczych (ekskrecyjnych), ktore syntetyzowa-
ne sa przez komorki narzadow wydzielniczych, a nastepnie sa wydzielane do
swiatta przewodu pokarmowego, $liny oraz innych plynéw ustrojowych. Do
enzymow tych naleza np. lipaza, amylaza, trypsyna czy rybonukleaza. W osoczu
pochodzacym od zdrowego czlowieka poza enzymami sekrecyjnymi mozna
wykry¢ obecno$¢ niskich aktywnos$ci enzymow komoérkowych oraz wydalni-
czych. Przyczyna pojawiania si¢ tych enzymow w osoczu jest nieustanny cykl
obumierania i proliferacji komorek. W normalnych warunkach w kazdej komor-
ce z wigkszym lub mniejszym nasileniem przebiegaja rowniez procesy endo- i
egzocytozy, ktore niezbgdne sa do zapewnienia komodrce odpowiedniego do
danych warunkéw sktadu bialek blony plazmatycznej. Uwolnione do osocza
biatka enzymatyczne eliminowane sa z krwioobiegu poprzez wychwyt i metabo-
lizm w narzadach miazszowych lub sa wydalane z moczem. Poziom biatek en-
zymatycznych w osoczu jest zatem wypadkowa szybkosci ich uwalniania oraz
eliminacji. W poréwnaniu do osocza stgzenie enzymow w komorce jest kilka
rzedow wielko$ci wyzsze, dlatego nawet niewielki wzrost szybko$ci uwalniania
enzymow z komorki skutkuje duzymi zmianami ich aktywnosci w osoczu. Wa-
runkiem niezbednym, aby doszto do istotnego wyptywu enzyméw z komorki
jest naruszenie integralnosci btony plazmatycznej. Przerwanie blony plazma-
tycznej moze by¢ wynikiem zmian patologicznych prowadzacych do obnizenia
komoérkowych zasobow ATP (ischemia, anoksja) lub nastgpstwem bezposred-
niego dzialania wirusow czy tez toksycznych zwiazkow organicznych i nieorga-
nicznych (alkohol, rozpuszczalniki organiczne, zwiazki fosforoorganiczne, olow
itp). Szybkos¢ 1 wielko$¢ zmian aktywnosci/poziomu enzymu w osoczu zalezy
od szeregu czynnikow, takich jak jego zawarto§¢ w komorce, droga jaka prze-
bywa uwolniony z komoérki enzym do $wiatta naczynia (bezposredni transfer
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przez blong naczynia, badz przez naczynia limfatyczne) oraz rozlegtos$¢ uszko-
dzenia tkanki. W komoérce enzymy rozmieszczone sa w poszczegolnych prze-
dziatach w sposob nierownomierny. Niektore z nich wystgpuja tylko w cytopla-
zmie badz w blonie plazmatycznej, podczas gdy inne rozmieszczone sa zarowno
w cytoplazmie oraz innych organellach komérkowych (mitochondria, lizosomy,
jadro). Przy niewielkich uszkodzeniach komoérki (ktore czgsto sa odwracalne)
dochodzi przede wszystkim do wyplywu enzymoéw zlokalizowanych w cytopla-
zmie (ryc. 2). Natomiast enzymy mitochondrialne uwalniane sa w znacznie
mniejszych ilo$ciach. Znaczacy wzrost wyptywu tych enzymow obserwuje sig
dopiero w ciezkich 1 nieodwracalnych uszkodzeniach komorki.

NIEWIELKIE ROZLEGLE
- = USZKODZENIE USZKODZENIE
- B ] ]
- - - ‘g
- - - - £
>
- c 3
[
oo
=
: - - z*
— |
=T
E ALP, GGT,5-NT [ ALT,LDH, CK,AST CK,LDH,.AST

Ryc. 3.2. Aktywno$ci enzymow komorkowych w osoczu w zaleznosci od rodzaju
uszkodzenia komorki

Zalezno$¢ migdzy rodzajem i rozlegloscia uszkodzenia tkanki, a poziomem
uwolnionych enzymow najlepiej wida¢ w zawale serca, w ktérym niedotlenienie
i martwica kardiomiocytow przektada si¢ na pojawienie si¢ w osoczu aktywno-
$ci enzymatycznych o specyficznym profilu. Z kolei w patologiach o powolnym
rozwoju jak np. marsko$¢ watroby wzajemne stosunki aktywnos$ci enzymow w
osoczu zaleza réwniez od szybko$ci usuwania poszczegdlnych enzymow z kra-
zenia, jak rowniez sa wypadkowa zmian w szybkosci ich syntezy w uszkodzonej
tkance. Wzrost aktywnos$ci niektorych enzyméw w osoczu mozna obserwowac
rowniez w sytuacjach, kiedy nie dochodzi do naruszenia integralnosci blony
plazmatycznej. Dotyczy to enzymow zlokalizowanych na powierzchni komorek
(ektoenzymy), ktoére moga by¢ w pewnych warunkach wymywane z komorki.
Przyktadem moze by¢ gammaglutamylotransferaza (GGT), ktorej aktywnos$¢ w
osoczu wzrasta w stanach niedroznosci drog zotciowych. Nagromadzajace si¢ w
takich sytuacjach sole kwasow zotciowych dziataja jak detergenty wymywajac
biatka powierzchniowe komoérek wyscielajacych przewody zétciowe. Inna przy-
czyna podwyzszonej aktywnosci GGT w osoczu pomimo zachowania integral-
nosci hepatocytow jest wzrost biosyntezy tego i innych bialek enzymatycznych
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indukowany niektorymi lekami lub alkoholem. Réwniez wzrost liczby 1 aktyw-
nosci komorek okreslonego rodzaju moze prowadzi¢ do zwigkszenia aktywnosci
enzymOw w osoczu. Sytuacja taka ma miejsce u rosnacych dzieci, u ktorych
obserwuje si¢ zwigkszenie liczby osteoblastow w kosciach, co skutkuje wzro-
stem aktywnosci alkalicznej (zasadowej) fosfatazy (ALP) w osoczu.

3.4. Aktywnos¢ enzymu

Szybkos¢ reakcji katalizowanej przez enzym jest wprost proporcjonalna do
ilosci aktywnego enzymu w mieszaninie reakcyjnej. Ta prosta zalezno$¢ jest
jednak modyfikowana przez wiele czynnikow. I tak:

e Przemiany zachodzace w izolowanym materiale biologicznym nie zanikaja z
chwila pobrania, ale przebiegaja z r6zna szybkoscia w zaleznosci od warun-
kow przechowywania. Biatka w trakcie przechowywania materialu biolo-
gicznego podlegaja proteolitycznej degradacji i denaturacji, ktore prowadza-
ca do utraty natywnej struktury i spadku aktywno$ci. Wrazliwo$¢ na te
zmiany zalezy od rodzaju biatka oraz warunkow przechowywania (tempera-
tura, czas).

e Enzymy sa biatkami zbudowanymi z tancucha aminokwasowego, ktory od-
powiednio zwinigty tworzy skomplikowang strukture przestrzenng stabili-
zowana oddziatywaniami grup funkcyjnych w aminokwasach oraz czgsto
obecnoscia roznego rodzaju czasteczek w rodzaju jonow metali takich jak
wapn, magnez, zelazo, miedz, mangan, nikiel, a takze rozmaitych zwiazkow
odgrywajacych rolg kofaktoréw. W zwiazku z tym na wynik pomiaru wplyw
maja pH, sita jonowa, sktad mieszaniny reakcyjne oraz temperatura, pomia-
ru.

Czynniki te powoduja, ze wyniki badan aktywnosci enzymdéw wykonane w
réznych laboratoriach sa trudne do porownania. Z uwagi na to, iz w warunkach
patologicznych obserwujemy przewaznie znaczacy wzrost aktywnosci enzyma-
tycznych, dlatego czgsto wyniki oznaczen enzymatycznych wyrazone sa krotno-
sciami wartosci gornej granicy przedziatlu referencyjnego.

3.4.1. Optymalizacja i standaryzacja pomiarow aktywnosci
enzymatycznych

Aby uzyska¢ wiarygodny pomiar aktywnos$ci enzymu mieszanina reakcyjna
musi zawiera¢ wszystkie niezbgdne substraty 1 kofaktory w takich stezeniach,
aby mierzona aktywnos$¢ zalezata wylacznie od poziomu enzymu w materiale
biologicznym. Z uwagi na niskie aktywnosci enzymow w badanym materiale
metoda pomiaru powinna zapewni¢ odpowiedniej wielkosci sygnal. Aby spetnic
te wymagania warunki pomiaru musza by¢ indywidualnie dostosowane do po-
szczegblnych enzyméw i skrupulatnie kontrolowane. Optymalizacja metody
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obejmuje rowniez dobdr buforu o odpowiedniej sile jonowej i pH oraz ustalenie
wlasciwego czasu pomiaru, tak aby nie dochodzitlo do hamowania reakcji przez
powstajace produkty reakcji. Prace te doprowadzily zczasem do powstania
standardowych metod pomiaru aktywno$ci poszczegolnych enzyméw w mate-
riale biologicznym, zalecanych do uzycia w laboratoriach medycznych. W skali
migdzynarodowej problemy standaryzacji oznaczen enzymatycznych kontroluje
Grupa Robocza ds. Enzyméw Miedzynarodowej Federacji Chemii Klinicznej
(IFCC).

Miara aktywnosci enzymu jest szybko$¢ reakcji chemicznej mierzona przy-
rostem ilo$ci produktu, lub ubytkiem substratu w jednostce czasu w przeliczeniu
na jednostke objetosci materialu biologicznego. Komisja ds. Enzymow IUB
zaproponowala migdzynarodowa jednostke aktywnosci enzymatycznej (U) od-
powiadajaca takiej ilosci enzymu, ktora katalizuje przeksztalcenie 1 pmola sub-
stratu w ciagu jednej minuty. Obecnie wiele laboratoridéw analitycznych podaje
wielkosci aktywnos$ci enzymatycznych w U/L badz w kU/L. Inna metoda stan-
daryzacji prezentowania aktywno$ci enzymatycznych oparta jest o stosowanie
jednostek SI. W uktadzie SI jednostka aktywnoS$ci enzymatycznej wyrazana jest
w katalach. Enzym o aktywnosci 1 katala (kat) katalizuje przeksztatcenie 1 mola
substratu w czasie 1 sekundy. Pomimo rekomendacji w 1999 roku przez Mig-
dzynarodowa Federacj¢ Chemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej, aby
aktywnosci enzymatyczne wyraza¢ w kat/L jednostka ta jak dotad jest spora-
dycznie uzywana przez laboratoria analityczne.

3.4.2. Wartosci referencyjne

Poziom danego enzymu w osoczu zdrowego cztowieka jakkolwiek jest ce-
cha indywidualna to miesci si¢ w przedziale wartosci spotykanych w populacji
ludzi zdrowych. Przedziat ten okreslany jest mianem zakresu warto$ci referen-
cyjnych. Porownujac wyniki analiz aktywnosci enzymow pochodzace z réznych
laboratoriéow nalezy zwrdci¢ uwage na zakres warto$ci referencyjnych podanych
na wyniku poniewaz moga by¢ one wyrazone w réznych jednostkach. Wielkos¢
zakresu warto$ci referencyjnych dla niektérych enzymow zalezy od stanu fizjo-
logicznego, wieku oraz plci. Przyktadem moze tu by¢ fosfataza alkaliczna, ktorej
aktywno$¢ w osoczu zmienia si¢ w trakcie rozwoju osobniczego (ryc. 3.3).

3.5. Ograniczenia wykorzystania oznaczen enzymatycznych

Glowna niedogodnoscia ograniczajaca wykorzystanie oznaczen enzyma-
tycznych do lokalizacji zmian patologicznych w okreslonym narzadzie jest brak
specyficzno$ci. Wiele enzymow wystgpuje powszechnie w réoznych typach tka-
nek i komorek, dlatego wzrost w osoczu aktywnosci okreslonego enzymu moze
pochodzi¢ z ktéregokolwiek narzadu. Problem ten mozna obej§¢ poréwnujac
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wzajemne stosunki dwoch lub wigcej enzymow, jezeli wzajemny stosunek ak-
tywnosci tych enzyméw w danym narzadzie jest dla niego charakterystyczny
(ryc. 3.4). Mozna to przesledzi¢ na przyktadzie aminotransferazy alaninowej i
asparaginianowej, ktore wystgpuja miedzy innymi w komorkach migsnia serco-
wego, hepatocytach oraz komodrkach migsni szkieletowych, lecz w kazdym
z tych dwoch typow komodrek migsniowych aminotransferazy alaninowej jest
bardzo niewiele. Dlatego w przypadku uszkodzenia komorek watroby, w osoczu

obserwuje si¢ wzrost aktywnosci ALT i AST w stosunku charakterystycznym
dla hepatocytow.
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Ryc. 3.4. Przyklad dystrybucji tkankowej aminotransferazy asparaginowej (ASP), ami-
notransferazy alaninowej (ALT) oraz kinazy kreatynowej (CK)
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Inna metoda pomocna w identyfikacji uszkodzonego narzadu jest pomiar ak-
tywnos$ci specyficznej (badZz poziomu biatka) charakterystycznej dla danego
narzadu, izoformy enzymu, lub izoenzymu. Analizujac wyniki oznaczen enzy-
matycznych trzeba zdawac sobie sprawe z zaleznosci czasowych, ktore sa cha-
rakterystyczne dla pojawiania si¢ wzrostu poziomu enzymu w réznych patolo-
giach. Po incydencie, w wyniku ktérego doszto do uszkodzenia tkanki poziom
enzymow w osoczu rosnie w miar¢ ich uwalniania z uszkodzonych komorek, a
nastepnie ulega obnizeniu do wartosci wyjsciowych w wyniku eliminacji. Dy-
namika tych zmian jest ro6zna dla ré6znych enzymow i zalezna od tkanki z ktorej
sa uwalniane (ryc. 3.5). Dlatego dla kazdego markera istnieje ,,0kienko diagno-
styczne®, w ktorym material powinien zosta¢ pobrany do analizy. Wielkos$¢ tego
okienka jest r6zna, chociaz istnieje ogolna prawidlowos¢ wskazujaca na to, ze
enzymy uwalniane wczesnie po incydencie szybko osiagaja swoje maksimum i
szybko sa eliminowane z krazenia (CK w przebiegu zawalu serca). Natomiast
enzymy, ktorych aktywno$¢ zaczyna wzrasta¢ w okresie pozniejszym pozostaja
w surowicy na podwyzszonym poziomie dtuzej (LDH w zawale serca). Prawi-
dlowa interpretacja wynikow badan enzymologicznych, podobnie jak innych
badan laboratoryjnych, nie moze by¢ dokonana bez uwzglednienia obserwacji
klinicznych oraz wszelkich innych dostgpnych informacji o pacjencie.

=~ EnzymA

AKTYWNOSC

Enzym B

v

CZAS

Ryc. 3.5. Przyktad odmiennej kinetyki zmian aktywnos$ci enzymow w surowicy

3.6. Stany chorobowe powodujace zmiany aktywnosci wybranych
enzZymow w surowicy

Sposréd wielu enzymow, ktorych zmiany aktywno$ci w surowicy towarzy-
sza stanom chorobowym tylko niewielka ilo$¢ okazuje si¢ przydatna dla celow
diagnostycznych, z czego rutynowo w laboratoriach analitycznych prowadzi si¢
oznaczania tylko kilku.
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3.6.1. Fosfataza alkaliczna (zasadowa)

Fosfataza alkaliczna (EC 3.1.3.1) jest enzymem hydrolizujacym estry mono-
fosforanowe 1 wykazujacym w warunkach in vitro optimum aktywnosci w pH 9-
10. Chociaz doktadna funkcja tego enzymu w warunkach in vivo nie jest znana
przypuszcza sig, ze uczestniczy on mi¢dzy innymi w transporcie lipidow w jeli-
cie oraz w procesie kalcyfikacji kosci. W komorce ALP zlokalizowana jest na
zewngtrznej stronie blony plazmatycznej. Enzym ten wystepuje powszechnie w
roznych rodzajach komorek i tkanek w formie wielu izoenzymoéw i izoform (ryc.
6).

» ALPL (tkankowo niespecyficzna alkaliczna fosfataza; ALP, watroba/kosci/nerki)
F 1-p34

izoenzym Regan'a)

0 -70

podobna do ALPP; izoenzym Nagao)

o

1 nowotwarowych

; izoenzym Kasahara)

Ryc. 3.6. Pochodzenie izoenzymow i izoform fosfatazy alkalicznej (ALP) oraz ich profil
aktywnosci w surowicy w warunkach normalnych. Niewielkie ilosci izoenzymu jelito-
wego (*) sa wykrywane w surowicy osob z grupa krwi 0 i B
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Aktywno$¢ ALP w surowicy ludzi zdrowych jest prawie w 50% pochodze-
nia watrobowego, a pozostata czgs¢ pochodzi z kosci, przy czym wzajemne sto-
sunki tych dwoch pul ALP zmieniajq si¢ z wiekiem. U ludzi z grupa krwi B lub
O niewielka czg$s¢ ALP w surowicy jest pochodzenia jelitowego. Sytuacje kli-
niczne, w ktorych dochodzi do wzrostu aktywnos$ci ALP w surowicy przedsta-
wiono w tabeli 3.2.

Aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej jest czgsto oznaczana, gdyz wchodzi w
sktad wielu narzadowych profili diagnostycznych. Nierzadko mozna zaobser-
wowac¢ podwyzszone wartosci aktywnosci ALP w surowicy bez objawow kli-
nicznych charakterystycznych dla choroby ko$ci oraz nieobecnosci zmian in-
nych parametrow biochemicznych. W wyjasnieniu takich przypadkéw niezbed-
ne jest okreslenie narzadowego pochodzenia ALP. Pomocnym w tym jest sze-
reg technik takich jak: rozdziat elektroforetyczny, pomiar odpornosci na denatu-
racj¢ temperaturowa, pomiar aktywnosci w obecnosci szeregu inhibitorow, po-
miar powinowactwa do lektyny, immunodetekcja.

Tabela 3.2. Przyczyny wzrostu aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej w surowicy. GZWN:
gorny zakres wartosci referencyjnych

* FIZJOLOGICZNE *+ PATOLOGICZNE

- cigza (ostatni trymester) czesto > 5xGZWR
- rozwoj osobniczy - choroba kosci Paget'a
- spozywanie pokarmow - demineralizacja kosci, krzywica
- zastdj zo6lci (wewnatrz- i zewnatrzwatrobowy)
- marskos¢ watroby
zazwyczaj < 5xGZWR
- nowotwory kosci
- nerkozalezna resorpcja kosci
- nadczynnosc¢ przytarczyc
- gojenie sie ztaman
- zapalenie szpiku
- wewnatrzwatrobowe zmiany rozrostowe
- nowotwor naciekajacy watrobe
- zoltaczka
- zapalenie jelit

3.6.2. Fosfataza kwasna

Fosfataza kwasna (EC 3.1.3.2) wystepuje podobnie jak ALP w postaci wielu
izoenzyméw i izoform enzymatycznych. Do grupy tej zalicza si¢ wszystkie en-
zymy hydrolizujace estry fosforanowe i majace optimum aktywnosci w pH niz-
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szym od 7.0. W komorce fosfataza kwasna (ACP) zlokalizowana jest gtownie w
lizosomach, chociaz w wielu komérkach ACP mozna znalez¢é réwniez i w in-
nych kompartmentach. Gtéwnym zrédtem ACP jest gruczot krokowy, lecz zna-
czace ilosci tego enzymu wystgpuja rowniez w erytrocytach, ptytkach krwi,
szpiku, kosciach (osteoklasty), sledzionie, nerkach, watrobie i w jelicie. W oso-
czu wystepuje 5 izoenzymow ACP, przy czym 30% wszystkich izoenzymow
stanowi izoenzym sterczowy (PAP). PAP (ang. prostatic acid phosphatase) jest
izoenzymem ACP bardzo nietrwalym w temperaturach powyzej 37 °C i pH wyz-
szym od 7.0. PAP mozna odr6zni¢ od pozostatych izoenzymow ACP oznaczajac
aktywno$¢ ACP w obecnosci winianu, ktory jest silnym inhibitorem PAP, pod-
czas gdy inne izoenzymy ACP sa na ten zwiazek niewrazliwe. Zmiany poziomu
ACP w osoczu obserwuje si¢ w chorobie Pageta, chorobach kosci, szpiczaku, u
chorych z przerzutami nowotworowymi do ko$ci oraz u mezczyzn z rakiem
stercza. Oznaczanie poziomu PAP ma pewne znaczenie kliniczne w diagnostyce
raka stercza (monitorowanie skutecznosci leczenia) zwlaszcza w sytuacjach,
kiedy brak jest wyraznych zmian poziomu antygenu sterczowego (PSA).

3.6.3. Aminotransferazy

W analityce enzymologicznej wykorzystuje si¢ oznaczenia dwoch amino-
transferaz: aminotransferazy alaninowej (EC 2.6.1.2) i aminotransferazy aspara-
ginianowej (EC 2.6.1.1). W komorce aminotransferaza alaninowa (ALT) wyste-
puje w cytoplazmie, natomiast aminotransferaza asparaginianowa (AST) zloka-
lizowana jest w mitochondrium (izoenzym mitochondrialny) i cytoplazmie (izo-
enzym cytoplazmatyczny). Znane sa dwa izoenzymy ALT, zktorych jeden
(ALT1) kodowany jest przez gen polozony na chromosomie 8 w pozycji 8q24.3.
Gen dla drugiego izoenzymu (ALT2) znajduje si¢ na chromosomie 16 w pozycji
16q12.1. Izoenzym mitochondrialny AST kodowany jest przez gen zlokalizowa-
ny na chromosomie 16 w pozycji 16q21, natomiast gen dla izoenzymu cytopla-
zmatycznego AST znajduje si¢ na chromosomie 10 w pozycji 10q24.1-q25.1.
Obydwie aminotransferazy wystgpuja powszechnie w szeregu narzadach. Jed-
nakze poziom ALT w tkankach pozawatrobowych jest niski. Ponadto poziomy
ekspresji obydwu izoenzyméw ALT roznia si¢ wyraznie. [ tak ALT1 wystepuje
gléwnie w nerkach, watrobie i sercu, natomiast znaczace ilosci ALT2 znajduja
si¢ w mig$niach, tkance tluszczowej i nerkach. W analityce enzymologicznej
zjawisko wystepowania ALT w postaci izoenzymoéw nie znalazlo jeszcze prak-
tycznego zastosowania w diagnostyce, gdyz fakt istnienia tego enzymu w formie
dwoch izoenzymoéw znany jest dopiero od 2002 roku. Ze wzgledu na powszech-
no$¢ wystepowania, wzrost aktywnos$ci AST w surowicy obserwuje si¢ prak-
tycznie przy uszkodzeniu komorek kazdego narzadu. Bardzo znaczne wzrosty
poziomu AST w surowicy, ktore nieraz przekraczaja 100-krotnie gorny zakres
wartosci referencyjnych (GZWR) obserwuje si¢ w rozlegtych uszkodzeniach
migéni. Duzy wzrost poziomu AST w surowicy ma miejsce rowniez w zawale
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migsnia sercowego (10 x GZWR) oraz ostrych fazach chorob watroby (10-20 x
GZWR). Wzrostom aktywnosci AST w surowicy towarzyszy rowniez wzrost
aktywnosci ALT, lecz w znacznie mniejszym zakresie, co powoduje, ze stosu-
nek aktywnos$ci obu aminotransferaz odpowiada w przyblizeniu stosunkowi tych
enzymow w komorkach narzadu, ktory ulegt uszkodzeniu. Z uwagi na brak spe-
cyficzno$ci narzadowej analiza poziomu aminotransferaz w surowicy ma ogra-
niczona uzyteczno$¢ kliniczna. Wyjatkiem sg choroby watroby, w ktérych anali-
za zmian poziomu aminotransferaz w surowicy moze by¢ pomocna w réznico-
waniu poszczegolnych stanéw patologicznych watroby. W wirusowym zapale-
niu watroby i innych chorobach zwigzanych z ostra martwica hepatocytow ak-
tywnosci obu aminotransferaz w surowicy moga wzrosna¢ nawet 100-krotnie,
chociaz zazwyczaj obserwuje si¢ wzrosty rzedu 10-40-razy powyzej WR, przy
czym poziom aktywno$ci ALT doréwnuje lub przekracza poziom AST. W
przewleklych chorobach watroby (marsko$¢, zastd] w krazeniu wrotnym, chole-
staza) obserwuje si¢ umiarkowany (2-5 x WR) wzrost poziomu aminotransferaz,
ale wzrost poziomu AST w surowicy jest wyzszy niz ALT.

3.6.4. Gamma-glutamylotransferaza

Gamma-glutamylotransferaza (CE 2.3.2.2) jest enzymem zwiazanym
z btonami siateczki $rodplazmatycznej komorek nablonka drog zolciowych,
watroby, trzustki, jelita i nerki. Gen kodujacy ten enzym znajduje si¢ na chromo-
somie 22 w pozycji 22q11.23. Wzrost aktywnosci gamma-glutamylotransferazy
(GGT) obserwuje si¢ w ostrych i przewlektych chorobach watroby. Pomiar GGT
stanowi czuty wskaznik stanu watrobowych drog zotciowych. GGT jest przy-
ktadem enzymu, ktérego poziom w surowicy moze by¢ indukowany przez sze-
reg zwiazkéw. Wzrost GGT w surowicy obserwuje si¢ u ludzi przyjmujacych
barbiturany, leki przeciwpadaczkowe (fenytoina), estrogeny, a takze po spozyciu
duzych ilo$ci alkoholu (u 70% oséb). W sytuacjach tych, wzrost GGT w surowi-
cy nie jest nastgpstwem uszkodzenia komorek, lecz wynikiem wzrostu biosynte-
zy enzymu w komorce. Pomiar aktywnosci GGT w surowicy pozwala kontrolo-
wac utrzymywanie abstynencji przez alkoholikéw podczas terapii odwykowe;j.

3.6.5. Dehydrogenaza mleczanowa

Dehydrogenaza mleczanowa (EC 1.1.1.27) jest tetramerem utworzonym
przez dwie podjednostki H (B) i M (A), z ktorych kazda kodowana jest przez
osobny gen. Gen kodujacy podjednostke H zlokalizowany jest na chromosomie
12 w pozycji 12p12.1-p12.2, a gen dla podjednostki M lezy w obrgbie chromo-
somu 11 w pozycji 11p15.4. Polaczenie tych dwoch rodzajow podjednostek w
strukturg tetrameru prowadzi w rezultacie do utworzenia pigciu izoenzymow
dehydrogenazy mleczanowej (LDH). LDH zlokalizowana jest w cytoplazmie
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kazdej komorki organizmu, przy czym stosunki ilosciowe poszczegdlnych izo-
enzymoéw LDH sa cecha charakterystyczna danego typu komorki. Wszystkie
pie¢ izoenzymoéw LDH obecne jest w surowicy zdrowych osob. Poza pigcioma
powszechnie wystgpujacymi izoenzymami LDH istnieje szdsty izoenzym LDH-
C4 (LDH-X), ktory zlokalizowany jest wytacznie w jadrach i plemnikach. Gen
kodujacy podjednostke C umiejscowiony jest na chromosomie 11 w pozycji
11p15.5-p15.3. Do ekspresji LDH-C; dochodzi po osiagnigciu dojrzatosci
ptciowej. W plemnikach LDH-C, zlokalizowany jest na powierzchni komorki
(10%), w cytoplazmie (80%) oraz mitochondrium (10%).

Stezenie LDH w komorce jest kilkaset razy wyzsze niz w surowicy, dlatego
wyplyw enzymu, nawet z niewielkiej liczby uszkodzonych komoérek prowadzi
do istotnego wzrostu poziomu LDH w surowicy. Z uwagi na to, iz poszczegdlne
izoenzymy LDH r6znig si¢ migdzy soba wlasciwosciami (réznice w powinowac-
twie 1 specyficznosci substratowej, inna ruchliwo$¢ elektroforetyczna) mozliwe
jest oznaczenie poziomu poszczegolnych izoenzymoéw w surowicy. Ocena sto-
sunku izoenzymow LDH w surowicy moze by¢ pomocna w identyfikacji uszko-
dzonej tkanki. Z uwagi na charakterystyczny profil izoenzyméw LDH w mig$niu
sercowym (gtownie LDH,;, LDH,) oznaczanie LDH dawniej wykorzystywano w
diagnostyce zawalu migénia sercowego, lecz ze wzglgdu na pozny czas, w kto-
rym dochodzi do zmian poziomu LDH w surowicy obecnie test ten nie jest uzy-
wany. Pewne znaczenie diagnostyczne ma oznaczanie izoenzymu LDH-C; w
plynie nasiennym megzczyzn z oligospermia poddanych terapii testosteronowe;.
U pacjentow odpowiadajacych pozytywnie na leczenie testosteronem obserwuje
si¢ wzrost aktywno$ci LDH-C, przed wzrostem liczby plemnikéw, co pozwala
wyselekcjonowac grupe osob, w stosunku, do ktorych terapia moze zakonczy¢
si¢ sukcesem. Z kolei u pacjentéw z azoospermia, wysoka aktywnos¢ LDH-C, w
ptynie nasiennym wskazuje na zachowana normalna spermatogeneze i moze by¢
przestanka do wdrozenia terapii hormonalnej z uwagi na duze prawdopodobien-
stwo pozytywnej odpowiedzi.

3.6.6. Kinaza kreatynowa

Kinaza kreatynowa (EC 2.7.3.2) jest biatkiem enzymatycznym sktadajacym
si¢ z dwoch podjednostek M i B kodowanych przez rozne geny. Gen dla podjed-
nostki M zlokalizowany jest na chromosomie 19 w pozycji 19q13.2-q13.3, a
podjednostka B kodowana jest przez gen potozony na chromosomie 14 w pozy-
¢ji 14q32. Z uwagi na dimeryczng strukturg kinazy kreatynowej (CK) wystepuje
ona w postaci trzech izoenzyméw (MM, MB, BB). CK katalizuje reakcje fosfo-
rylacji kreatyny (Cr), w ktorej donorem grupy fosforanowej jest ATP. Fosfokre-
atyna stanowi rezerw¢ energetyczng komorek mig$niowych, ktore podczas skur-
czu zuzywaja ja na odtworzenie ATP z ADP, przy czym reakcja ta jest 2-6 razy
szybsza niz reakcja fosforylacji Cr. Najwigksze aktywno$ci CK wystepuja w
migéniach szkieletowych, mdzgu i1 sercu. Znacznie mniejsze poziomy CK
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stwierdza si¢ rowniez w innych narzadach, takich jak zotadek, okreznica, jelito
cienkie, pecherzyk zotciowy, nerki, a takze w §ladowych ilosciach w watrobie.
Zawarto$¢ poszczegolnych izoenzymow jest cecha charakterystyczna dla danego
narzadu. W moézgu wystepuje wylacznie izoenzym BB, podczas gdy w mig-
$niach szkieletowych 95% catkowitej ilosci CK stanowi izoenzym MM, a pozo-
state 5% to izoenzym MB. W kardiomiocytach izoenzymy CK-MM i CK-MB
stanowia odpowiednio 60% i 40% catkowitej ilosci CK. W osoczu ludzi zdro-
wych wystgpuje prawie wylacznie izoenzym CK-MM (95% catkowitej aktyw-
nosci) przy catkowitym braku izoenzymu CK-BB. Nawet przy duzych uszko-
dzeniach moézgu w osoczu obserwuje si¢ tylko minimalne poziomy CK-BB.
Wazrost aktywno$ci CK w osoczu jest zazwyczaj wynikiem uszkodzenia mig$ni
szkieletowych lub mig$nia sercowego (tab. 3.3).

Z uwagi na odmienny profil izoenzymatyczny CK w mig$niu szkieletowym i
mig$niu sercowym mozliwe jest, poprzez pomiar izoenzymoéw CK rozréznienie
z jakiego rodzaju komoérek mig§niowych pochodzi obserwowany wzrost CK w
osoczu. Stwierdzenie wigkszej niz 5% zawarto$ci izoenzymu CK-MB w catko-
witej puli aktywnosci CK w osoczu, wskazuje na pochodzenie enzymu z mig$nia
sercowego. Do identyfikacji i pomiaru poszczegdlnych izoenzymow CK w oso-
czu wykorzystuje si¢ z reguly szereg metod immunologicznych, rzadko metode
rozdziatu elektroforetycznego. Do niedawna oznaczanie CK w osoczu miato
duze znaczenie w diagnostyce zawatu mig§nia sercowego.

Tabela 3.3. Przyczyny wzrostu poziomu aktywnosci kinazy kreatynowej w surowicy.
WR; wartosci referencyjne

czesto >10 x WR zazwyczaj <5 x WR
- zapalenie wielomiesniowe - fizjologiczne (rasa czarna)
- rozpad migsni prazkowanych - niedoczynnosc tarczycy
(np. uraz, zlosliwa hiperpireksja) - przyjmowanie lekow (statyny)
- dystrofia migsniowa Duchenne’a
- zawal miesnia sercowego

5-10 x WR
- zabiegi chirurgiczne
- uraz miesni szkieletowych
- ciezki wysilek fizyczny
- hapady padaczkowe
- zapalenie migsni
- nosiciel dystrofii miesniowej Duchenne'a

Obecnie, z uwagi na wprowadzenie procedury udrazniania te¢tnic wienco-
wych we wczesnych fazach zawalu mig$nia sercowego, kiedy nie dochodzi jesz-
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cze do powstania rozlegltego ogniska martwiczego i powszechne uzycie ozna-
czania troponiny T lub I (patrz nizej), oznaczanie poziomu CK w osoczu stracito
znaczenie w klinicznej diagnostyce zawatlu. Wynika to zrelatywnie pdznego
wzrostu aktywnosci CK w osoczu, ktorej maksymalny poziom obserwuje si¢ w
12-24 godzinie po zawale. W pierwszych 6 godzinach po zawale serca poziom
CK-MB w osoczu jest nieznacznie podwyzszony tylko u 30% chorych. Ozna-
czanie poziomu CK w osoczu pomocne jest w diagnostyce postepujacych dys-
trofii migsniowych. Aktywnos$¢ CK wzrasta znaczaco u niemowlat i dzieci (7-10
lat) chorych na dystrofie¢ migsniowa. Wzrost ten czgsto wyprzedza w czasie po-
jawienie si¢ objawow klinicznych. Wraz z dorastaniem i utrata masy mig$niowe;j
poziom CK w osoczu tych chorych maleje. W przypadku dystrofii Duchenne’a
obserwuje si¢ 3-6-krotnie podwyzszony poziom CK w osoczu kobiet (50-80%)
bedacych bezobjawowymi nosicielkami zmutowanego genu dystrofiny. U oséb
tych czgsto obserwuje si¢ normalny poziom CK, jezeli krew do badan zostata
pobrana w okresie braku aktywnosci fizyczne;.

3.6.7. Amylaza

a-Amylaza (EC 3.2.1.1) jest enzymem hydrolizujacym wiazania 1,4-0-
glikozydowe w wielocukrach (amyloza, amylopektyna, glikogen). Amylaza
(AMY) jest matym biatkiem (54-62 kDa), ktore wystepuje w formie wielu izo-
enzymow i izoform. Geny kodujace 5 znanych izoenzyméw AMY zlokalizowa-
ne sa na chromosomie 1 w regionie 1p21. Izoenzymy AMY podlegaja rowniez
potranslacyjnym modyfikacjom polegajacym na glikozylacji, deglikozylacji i
deamidacji, co prowadzi do powstania szeregu izoform. Najwyzsze stgzenie
AMY wystgpuje w S$liniankach, gdzie zlokalizowane sa trzy izoenzymy
(AMY1A, AMYI1B, AMY1C) zaliczane do typu S-AMY. S-AMY wydzielana
jest do $liny 1 $wiatla przelyku, gdzie hydrolizuje skrobig, a po dotarciu do Zo-
fadka ulega dezaktywacji w kwasnym pH. Drugim istotnym zrodtem AMY jest
trzustka, w ktérej wystgpuja dwa izoenzymy (AMY2A, AMY2B) okreslane
mianem typu P-AMY. Izoenzymy typu P wydzielane sa do jelit. Nizsze poziomy
AMY wystepuja rowniez w jadrach, jajnikach, jajowodzie, migéniach prazko-
wanych, plucach i tkance thuszczowej. Niektore rodzaje nowotwordéw (rak ptuc,
rak jajnikow) zawieraja rowniez znaczace poziomy AMY. W osoczu i moczu
ludzi zdrowych wystegpuje zarowno typ S jak i P izoenzymow AMY. Do identy-
fikacji i oznaczania poszczegolnych izoenzymow AMY stosuje si¢ szereg metod
opartych na rozdziale elektroforetycznym biatek, elektroogniskowaniu, chroma-
tografii oraz metod immunologicznych i enzymatycznych z zastosowaniem spe-
cyficznych inhibitoréw. W praktyce laboratorium analitycznego, tylko metody
oparte o selektywna inhibicje poszczegélnych izoenzyméw AMY z udziatem
monoklonalnych przeciwcial gwarantuja otrzymanie wynikow z zadawalajaca
czutoscia, specyficznosécia i szybkoscia. Wzrost aktywnosci AMY w osoczu
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obserwuje si¢ w ostrym zapaleniu trzustki i zapaleniu $linianek oraz chorobach
uktadu pokarmowego i nerek (tab. 3.4).

Z powodu matych rozmiarow AMY swobodnie przechodzi przez kigbuszki
nerkowe, dlatego jest jedynym enzymem osoczowym obecnym réwniez w mo-
czu zdrowych oséb. W wigkszosci przypadkéw badanie AMY w moczu nie
przynosi dodatkowych korzysci diagnostycznych w poréwnaniu do oznaczen
AMY w surowicy. Oznaczenia AMY w moczu sa pomocne w rozpoznaniu ma-
kroamylazemii. W tej rzadkiej chorobie obserwuje si¢ wzrost poziomu AMY w
osoczu przy obnizonym lub niezmienionym wydalaniu jej z moczem. Powodem
tego jest powstawanie kompleksow enzymu z immunoglobulinami, ktére ze
wzgledu na duze rozmiary nie sg filtrowane przez ktgbuszki nerkowe do moczu.

Tabela 3.4. Przyczyny wzrostu poziomu aktywnosci amylazy w surowicy

czesto >10 x WR
- ostre zapalenie trzustki

>5xWR
- perforacja wrzodow dwunastnicy

- niedroznosc jelit

- inne ostre zaburzenia brzuszne
- ostra niewydolnosc¢ nerek

- cukrzycowa kwasica ketonowa
- uszkodzenie jajowodu

zazwyczaj <5 x WR

- choroby slinianek (zatkanie
przewodu,

zapalenie)
- przewlekla niewydolnos¢ nerek
- makroamylazemia
- przyjmowanie morfiny

3.6.8. Lipaza

Lipaza (EC 3.1.1.3) jest sekrecyjnym enzymem hydrolizujacym estry kwa-
sow thuszczowych i glicerolu (w pozycji 1 i 3), w wyniku czego dochodzi do
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uwolnienia kwasoéw tluszczowych z triglicerydow. Gen kodujacy lipaze (LPS)
zlokalizowany jest na 10 chromosomie w pozycji 10g26.1. LPS jest biatkiem
enzymatycznym zbudowanym z pojedynczego tancucha aminokwasowego o
masie 48 kDa. Ze wzgledu na mata mas¢ LPS swobodnie przechodzi przez btong
filtrujaca ktebuszkéw nerkowych, lecz w kanalikach nerkowych podlega catko-
witej resorpcji. Dlatego enzym ten nie wystepuje w moczu. Najwigcej LPS wy-
stgpuje w trzustce, gdzie stezenie tego enzymu jest nawet 5000 razy wyzsze niz
w jakimkolwiek innym narzadzie. Gradient stezen LPS migdzy trzustka i oso-
czem u 0sOb zdrowych wynosi w przyblizeniu 20 000. W zwiazku z tym mozna
si¢ spodziewac, ze wigkszo$¢ lipazy w osoczu jest pochodzenia trzustkowego, a
pozostata cze¢$¢ pochodzi z zotadka, jelit, slinianek oraz ptuc. Oznaczanie LPS w
osoczu jest uzywane w diagnostyce ostrego zapalenia trzustki. W niewydolnosci
nerek, kiedy dochodzi do spadku filtracji ktgbuszkowej, LPS nie jest usuwana
z 0socza, co prowadzi do wzrostu jej poziomu. Dlatego wyniki oznaczenia po-
ziomu LPS u pacjentéw z chorobami nerek musza by¢ interpretowane z ostroz-
noscia. U 0sob przyjmujacych opiaty poziom LPS w osoczu rowniez moze by¢
podwyzszony.

3.6.9. Cholinesteraza

Cholinesterazy sa enzymami hydrolizujacymi estry choliny, w wyniku czego
dochodzi do powstania kwasu ttuszczowego i choliny. Zdolnos¢ do katalizowa-
nia tej reakcji wykazuja dwa spokrewnione biatka enzymatyczne.

Jednym znich jest acetylocholinesteraza (EC 3.1.1.7), okreslana réwniez
mianem prawdziwej cholinesterazy lub esterazy cholinowe;j, ktorej gen potozony
jest na chromosomie 7 w pozycji 7q22. Acetylocholinesteraza (AChE) wystepu-
je w erytrocytach, plucach, $ledzionie, zakonczeniach nerwow oraz istocie szarej
mozgu.

Drugim enzymem hydrolizujacym acetylocholing jest hydrolaza acyolcholi-
nowa (EC3.1.1.8), nazywana rowniez pseudocholinesteraza, cholinesteraza oso-
czowa, butyrylocholinesteraza lub esteraza cholinowa II. Pseudocholinesteraza
(ChE) wystepuje w watrobie, trzustce, sercu oraz istocie biatej mozgu. W osoczu
ludzi zdrowych ChE wystepuje w postaci szeregu form molekularnych utworzo-
nych poprzez asocjacjg kilku jednostek ChE w jedna multimeryczng czasteczkg.
Poszczegolne kompleksy ChE roznig sig liczba podstawowych jednostek enzy-
matycznych. Rozdzial elektroforetyczny biatek osocza daje w rezultacie od 7 do
12 prazkéw biatkowych rozpoznawanych przez przeciwciata dla ChE. W osoczu
niektorych osob nie wykazujacych objawow chorobowych i uznawanach za
zdrowe wystepuje ChE o obnizonym powinowactwie do acetylocholiny. Jest to
wynik zmienno$ci genetycznej manifestujacej si¢ istnieniem wielu réznych form
allelicznych genu dla ChE. Cztery gltéwne formy to Eu, Ea, Ef, Es, ktorych
kombinacja prowadzi do wystapienia jednego normalnego i dziewigciu niepra-
widtowych genotypow. W sumie, znanych jest co najmniej 40 réoznych odmian
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genu dla ChE potozonych w obrgbie dwoch loci E1 1 E2 na chromosomie 3 w
pozycji 3g26.1-q26.2. Normalny genotyp oznaczony jest indeksem “u* (EuEu) i
wystepuje on u wigkszosci ludzi (95% populacji). Wariant genu kodujacego ChE
z niska aktywnos$cia i duza oporno$cia na hamowanie przez dibukaing oznacza-
ny jest indeksem “a“. U homozygot EaEa (0,05% populacji) aktywnos¢ ChE w
osoczu jest znaczaco obnizona. Gen oznaczony jako Ef koduje ChE o obnizonej
aktywnosci podatnej na inhibicje dibukaing, ale opornej na hamowanie fluor-
kiem. Z kolei wariant genu oznaczany jako Es koduje ChE calkowicie pozba-
wiong aktywno$ci enzymatycznej. Niektore zwiazki zwiotczajace uzywane do
znieczulenia (suksametonium, miwakurium) sa substratami dla ChE, ktoéra je
hydrolizuje i unieczynnia. Dlatego dawka tych lekow jest podawana pacjentom
w ilo$ci odpowiedniej do rodzaju zabiegu z uwzglgdnieniem normalnie wystgpu-
jacej aktywno$ci ChE. Osoby z genetycznie uwarunkowang nizsza aktywnos$cig
ChE sg bardziej wrazliwe na te leki, co moze prowadzi¢ do ich dluzszego dzia-
lania i przedluzonego bezdechu. Dlatego u 0sob z historig rodzinng wykazujaca
przypadki nadwrazliwosci na anestetyki powinno si¢ przed zabiegiem wymaga-
jacym stosowania tego typu lekéw przeprowadza¢ badanie aktywnos$ci ChE w
osoczu oraz jej wrazliwosci na hamowanie przez dibukaing i fluorki.

Oznaczanie poziomu ChE w osoczu stuzy jako wskaznik funkcji watroby
oraz wykorzystywane jest w diagnostyce zatru¢ zwiazkami fosforoorganiczny-
mi. Obnizenie aktywnosci ChE w osoczu, po wykluczeniu czynnikow genetycz-
nych i dziatania znanych inhibitoréw, wskazuje na upo$ledzenie funkcji watro-
by. W ostrym zapaleniu watroby obserwuje si¢ spadek ChE w osoczu rz¢du 30-
50%. Wigksze spadki aktywnosci ChE w osoczu (50-70%) maja miejsce w mar-
sko$ci watroby oraz przerzutach nowotworu do tego narzadu. Poziom ChE nie
zmienia si¢ w z6ltaczce zastoinowej za wyjatkiem sytuacji, kiedy jest spowodo-
wana nowotworem. Seryjne oznaczenia ChE w osoczu sa wykonywane w trak-
cie monitorowania postepow leczenia oraz u pacjentdéw po przeszczepach watro-
by jako wskaznik przywrocenia funkcji tego narzadu.

Aktywno$¢ ChE oraz AChE hamowana jest przez wiele zwiazkow fosforo-
organicznych, w tym paration, sarin oraz pirofosforan czteroetylku, ktore wcho-
dza w sktad srodkow owadobdjczych. U oséb eksponowanych na te srodki (czeg-
sto poprzez inhalacj¢) dochodzi do spadku aktywnos$ci obu cholinesteraz, przy
czym aktywno$¢ ChE w osoczu spada znacznie szybciej niz aktywno$¢ AChE w
erytrocytach. 40% spadek aktywno$ci ChE w osoczu wyprzedza kliniczne obja-
wy zatrucia. Dopiero 80% obnizenie aktywnosci ChE w osoczu powoduje wy-
stapienie zaburzen nerwowo-mig$niowych. Spadek aktywnosci ChE w osoczu
do wartosci bliskich zeru jest wskazaniem do natychmiastowego podania odpo-
wiednich aktywatorow cholinesterazy (oksym aldehydu pirydynowego).
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3.7. Enzymy i bialka jako markery wybranych patologii
narzadowych

3.7.1. Zawal miesnia sercowego

Niedokrwienie mig$nia sercowego powoduje zahamowanie przemian oksy-
dacyjnych w kardiomiocytach i niedobory energetyczne prowadzace do szeregu
zmian metabolicznych, czynnoSciowych i strukturalnych w sercu. Przyczyna
niedokrwienia jest zmniejszenie lub calkowite zahamowanie przeptywu wien-
cowego spowodowane najczgsciej przez zakrzep powstajacy na skutek peknigcia
blaszki miazdzycowej i/lub skurcz zgrubiatej §ciany tgtnicy wiencowej. Rozmiar
obszaru niedokrwiennego zalezy od wielko$ci naczynia, ktére uleglo zamknig-
ciu. Poczatkowo (1-2 godziny) zmiany powstajace w niedokrwionym obszarze
maja charakter odwracalny i w tym okresie nie dochodzi do znaczacego uszko-
dzenia komoérek migsnia sercowego. Przedluzajaca si¢ ischemia prowadzi po-
czatkowo do uszkodzenia struktur wewnatrzkomoérkowych (2-6 godzina), a na-
stepnie zniszczenia komorek, co powoduje tworzenie si¢ ognisk martwiczych w
nieukrwionym obszarze migs$nia sercowego (6-9 godzina). W trakcie tego proce-
su do krwiobiegu uwalniane sa biatka kardiomiocytoéw, ktorych stezenie w su-
rowicy zmienia si¢ w czasie przebiegu zawalu migénia sercowego. Analiza ste-
zenia tych biatek w surowicy jest istotnym elementem diagnostyki zawatu mig-
$nia sercowego i monitorowania jego leczenia (ryc. 3.7).

Analiza zmian poziomu izoenzyméw LDHI1 i LDH2 dehydrogenazy mle-
czanowej (HBDH), aminotransferazy asparaginianowej oraz aktywnosci kinazy
kreatynowej byla przez dlugie lata stosowana w diagnostyce zawalu mig$nia
sercowego, lecz obecnie oznaczenia te nie sa juz uzywane. Zostaty one zastapio-
ne przez oznaczanie poziomu mioglobiny, troponiny T lub I. Badanie masy izo-
enzymu MB kinazy kreatynowej w diagnostyce ostrego niedokrwienia mig$nia
sercowego nie jest zalecane ze wzgledu na stosunkowa mata swoistos¢ 1 pozny
czas wystgpienia zmian. Pomimo tego w Polsce badanie to jest wykonywane w
niektorych osrodkach.
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Ryc. 3.7. Zmiany poziomu izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-MB), mioglobiny
(Mglb), sercowej troponiny T (¢TnT) oraz sercowej troponiny I (cTnl) w surowicy pod-
czas przebiegu zawalu migsnia sercowego.

Mioglobina jest matym biatkiem (17,5 kDa) wiazacym tlen i wystgpujacym
zardbwno w migsniu sercowym jak i migsniach szkieletowych, przy czym w po-
rownaniu do migéni szkieletowych jej poziom w sercu jest niewysoki. Biatko to
nie jest zatem specyficznym markerem dla migénia sercowego. Ze wzgledu na
mata masg i lokalizacje w poblizu btony plazmatycznej, mioglobina uwalniana
jest zniedotlenionych komorek jeszcze przed ich zniszczeniem. Znaczacy
wzrost poziomu mioglobiny w surowicy obserwuje si¢ juz w 1-2 godzinie od
wystapienia niedokrwienia mig$nia sercowego. Maksymalny wzrost st¢zenia
tego biatka osiagajacy 15-krotno$¢ wartosci normalnych wystepuje zazwyczaj w
6-8 godzinie zawatu. Chociaz wzrost st¢zenia mioglobiny w surowicy nie jest
specyficznym wskaznikiem niedotlenienia mig$nia sercowego, to obserwuje sig
go u 100% oso6b miedzy 3 i 5 godzina zawatu serca. Dla poréwnania, maksy-
malny wzrost masy CK-MB ma miejsce dopiero w 12-15 godzinie od wystapie-
nia niedokrwienia. Dlatego wzrost poziomu mioglobiny w surowicy jest wcze-
snym i czulym markerem niedotlenienia migsnia sercowego, chociaz nie jest to
marker swoisty. Poziom mioglobiny w surowicy wraca do warto$ci normalnych
pod koniec pierwszej doby od wystapienia zawalu. Poziom referencyjny (po-
ziom odcigcia) dla mioglobiny w surowicy wynosi 80 pg/L i zalezy od wieku
oraz plci.
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Ryc. 3.8. Przebieg zmian poziomu mioglobiny i kinazy kreatynowej w surowicy podczas
zawatu mig$nia sercowego (ZMS)

W strukturze wtokna migénia sercowego, podobnie jak w innych migéniach,
wyr6zni¢ mozna filamenty cienkie i grube, przy czym te ostatnie zbudowane sa
z miozyny, natomiast aktyna, tropomiozyna i trzy rodzaje troponiny tworza fi-
lamenty cienkie. Struktury troponinowe zbudowane sg z troponiny T (TnT),
troponiny I (Tnl) oraz troponiny C (TnC) i wystgpuja tylko w migsniach praz-
kowanych i mig$niu sercowym. Izoformy TnT i Tnl obecne w sercu rdznia si¢
od izoform tego biatka w innych migéniach. Troponiny sa matymi biatkami o
masach 18-37 kDa, ktore tworza kompleks bedacy elementem regulatorowym
aparatu kurczliwego. Tylko niewielka ilos¢ TnT (5%) wystgpuje w stanie wol-
nym w cytoplazmie kardiomiocytow. Dzigki niewielkim rozmiarom pula roz-
puszczalnej TnT uwalniana jest z komoérek na wczesnych etapach niedotlenienia.
W okresie 4-5 godzin od wystapienia niedokrwienia poziom TnT w osoczu
wzrasta 5-krotnie w stosunku do warto$ci normalnych. Rozwo6j obszaru martwi-
czego zwiazany z rozpadem aparatu kurczliwego i obumieraniem kardiomiocy-
tow prowadzi do masywnego uwolnienia bialek strukturalnych, w tym troponiny
T. W okresie migdzy 2-4 dniem od wystapienia niedokrwienia obserwuje sig¢ 40-
60-krotny wzrost poziomu TnT w osoczu, ktory spada do warto$ci normalnych
po 8-10 dniach. Ze wzgledu na diugi czas utrzymywania si¢ podwyzszonego
stezenia TnT w surowicy oznaczanie poziomu TnT wyparto stosowane dotad
badanie LDH (LDH1, LDH2) dla diagnostyki pacjentéw z podejrzeniem wysta-
pienia epizodu niedokrwiennego w czasie ostatnich kilku dni przed kontaktem z
lekarzem.
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Ryc. 3.9. Przebieg zmian poziomu troponiny T w zalezno$ci od skutecznosci terapii
trombolityczne;j

W oparciu o analize zmian stezenia TnT w surowicy mozna migdzy innymi
wnioskowa¢ o skutecznosci terapii trombolitycznej. Przywrocenie przeptywu
krwi w niedroznym naczyniu powoduje wymycie nagromadzonej TnT i gwat-
towny wzrost jej poziomu w osoczu, ktory w 90 minucie powinien osiagnac
warto$ci 6 razy wyzsze od wyjsciowych. Stanowi to nieinwazyjny wskaznik
sukcesu terapeutycznego. Wzrost ten moze osigga¢ nawet wartosci 100-krotnie
przewyzszajace poziom normalny i jest on wyzszy od poziomu TnT w 3-4 do-
bie. Brak dwufazowego przebiegu zmian stgzenia TnT w surowicy §wiadczy o
niepowodzeniu terapii trombolitycznej (ryc. 3.9).

Czulym i swoistym testem uszkodzenia miokardium jest rowniez badanie
poziomu Tnl. Jej stezenie w przebiegu zawatu migénia sercowego wzrasta nieco
pozniej niz stgzenie TnT 1 osiaga pod koniec pierwszej doby warto$¢ maksymal-
ng rowna 40-50-krotnosci poziomu normalnego. Podwyzszony poziom Tnl za-
czyna spadaé¢ w trzeciej dobie i osiaga wartoSci normalne w 5-6 dniu. Zaleta
oznaczen troponin w stosunku do badania masy CK-MB w zawale mig$nia ser-
cowego jest ich warto$¢ rokownicza, ktorej brakuje w przypadku oznaczen en-
zymatycznych. W oparciu 0o wysoko$¢ poziomu troponin mozliwa jest ocena
ryzyka zgonu pacjenta, co pomaga w doborze sposobu opieki nad pacjentem
(leczenie szpitalne lub wizyty w przychodni) oraz w doborze terapii (blokery
ptytkowych receptoréw dla glikoprotein IIb/Illa, aspiryna, niskoczasteczkowe
heparyny, rewaskularyzacja). Wiele obserwacji klinicznych wskazuje, ze wdro-
zenie leczenia farmakologicznego w oparciu o poziomy troponin u pacjentow
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z zawalem mig$nia sercowego znaczaco obniza ryzyko zgonu i prowadzi do
optymalizacji kosztow leczenia.
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Ryc. 3.10. Zwiazek migdzy poziomem troponiny I, a zwigkszonym ryzykiem zgonu
pacjentdow po zawale migsnia sercowego (ZMS)

Analiza poziomu TnT pomocna jest w diagnostyce niestabilnej choroby
wiencowej 1 pozwala na wyodrgbnienie pacjentdw szczegélnie zagrozonych
zawalem mig$nia sercowego, ktorzy wymagaja interwencji chirurgicznej (TnT >
0,03 ug/L). Obserwacje kliniczne wskazuja, ze ryzyko zawatu serca dla pacjen-
tow z poziomem TnT < 0,03 pg/L nie zalezy od sposobu leczenia (inwazyjne,
farmakologiczne).

3.7.2. Choroby wqtroby

Weczesna diagnostyka kliniczna chordb watroby czasami nastr¢cza trudnosci,
gdyz zdarza sig, ze pomimo patologicznych zmian, funkcja tego narzadu pozo-
staje zachowana. Duza pomoca w postepowaniu diagnostycznym w takich przy-
padkach jest analiza zmian aktywno$ci enzymow w 0soczu.

Diagnostyka laboratoryjna choréb watroby opiera si¢ na wykorzystaniu po-
miardéw czterech enzymoéw, tj. AST, ALT, ALP i GGT. Czasami uzywa si¢ row-
niez oznaczen dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Chociaz ALT i GGT obecne
sa roOwniez w innych narzadach (najwigcej GGT w nerkach), to ich poziom w
osoczu determinowany jest gtownie uwalnianiem z watroby. AST i LDH poza
watroba obecne sa w wielu narzadach, dlatego nie sa one specyficznymi marke-
rami watrobowymi. ALP znajduje si¢ w wielu tkankach, lecz w osoczu wystepu-
ja gtownie izoformy ALP z kosci i watroby.
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ALT, AST i LDH sa enzymami cytoplazmatycznymi, wigc uwalniane sa
z uszkodzonej komorki relatywnie wczesnie. W hepatocytach rowniez wystepuja
izoenzymy ALT i AST, ktore zlokalizowane sa w mitochondrium. W przypadku
ALT, pula izoenzymu mitochondrialnego jest bardzo mata, a okres jego pottr-
wania w osoczu jest bardzo krotki. Z kolei izoenzym mitochondrialny AST sta-
nowi znaczacg czgs$¢ catkowitej puli tego enzymu w hepatocytach. ALP i GGT
sa enzymami blonowymi, ktore zlokalizowane sa na zewngtrznej stronie blony
luminalnej hepatocytow.

Stany zapalne watroby z ogniskami martwiczymi prowadza do wzrostu po-
ziomu ALT i AST w osoczu, przy czym wzrost AST pochodzi od izoenzymu
cytoplazmatycznego, natomiast stanom tym nie towarzyszy istotna zmiana ak-
tywno$ci ALP i GGT. Wzrost ekspresji mitochondrialnej AST i jej eksport na
zewnatrz hepatocytow indukowany jest przez alkohol, dlatego w alkoholowym
zapaleniu watroby, poza duzym wzrostem aktywnosci GGT, obserwuje si¢
wzrost poziomu mitochondrialnej AST w surowicy. Mechanizmy uwalniania
z hepatocytow enzymoéw btonowych (GGT, ALP) nie sa do konca poznane.
Wiadomo, ze w niektorych chorobach watroby dochodzi do wzrostu syntezy
GGT i ALT, lecz proces uwolnienia enzymu zwigzanego z btong plazmatyczna
do osocza nie jest jeszcze doktadnie poznany. W osoczu pacjentdw z cholestaza
watrobowa obserwuje si¢ pojawienie fragmentow blon hepatocytow bogatych w
biatka ALP i GGT. Przypuszcza sig, ze kwasy zolciowe, ktore maja wlasciwosci
detergentu moga wymywac biatka blonowe z hepatocytow.

Choroby watroby moga by¢ wywolane przez czynniki egzogenne (zwiazki
chemiczne, wirusy i bakterie) i endogenne (zastdj zokci, przerzuty nowotworu).
Najbardziej znanymi zwiazkami chemicznymi uszkadzajacymi watrobe sa czte-
rochlorek wegla i acetaminofen (paracetamol), ktore w matych ilosciach sa efek-
tywnie metabolizowane przez watrobg, ale przy wigkszych stezeniach dochodzi
do nagromadzania sig¢ toksycznych metabolitow niszczacych hepatocyty. Roz-
pad hepatocytow zwigzany jest z masywnym uwalnianiem enzymoéw. Niektore
toksyny pochodzenia naturalnego (rosliny, grzyby) rowniez prowadza do cigz-
kich uszkodzen watroby. Najczgstszym zatruciem jest zatrucie amanityna po-
chodzaca z muchomora sromotnikowego (Amanita phalloides), ktéry mylony
jest czesto z innymi grzybami jadalnymi. Spozycie nawet niewielkiej ilosci tego
grzyba prowadzi do cigzkiego uszkodzenia watroby. W osoczu 0sdb zatrutych
amanityna dochodzi do ponad 20-krotnego wzrostu ALT w ciagu pierwszych 24
godzin od spozycia muchomora. Wzrost ALT w tym czasie przewyzsza wzrost
poziomu AST. W okresie tym nie obserwuje si¢ jeszcze znaczacych zmian po-
ziomu bilirubiny, ktorej poziom zaczyna wzrasta¢ w trzeciej dobie.

Ostre zapalenie watroby najczgéciej wywotywane jest przez czynniki biolo-
giczne. Przebieg wirusowego zapalenia watroby zaleznie od typu wirusa (A, B,
C, D) ma bardziej lub mniej cigzki przebieg, lecz we wszystkich tych stanach
obserwuje si¢ w poczatkowej-ostrej fazie choroby wzrost poziomu aminotrans-
feraz, ktory wyprzedza pojawienie si¢ zottaczki. Aktywno$¢ AST moze wzrastaé
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5-100 razy a ALT 3-100 razy powyzej ich géornych poziomoéw referencyjnych.
W okresie tym obserwuje si¢ niewielki wzrost GGT w surowicy, lecz rzadko
dochodzi do wzrostu poziomu ALP. W stanach przewleklych (WZW B, WZW
C), poziom aminotransferaz i GGT w surowicy utrzymuje si¢ na podwyzszonym
poziomie (2-3-krotno$¢ wartosci normalnych). Niewielkie zwigkszenie aktyw-
no$ci aminotransferaz z towarzyszacym wzrostem ALP i GGT obserwuje si¢ u
pacjentow z cholestaza watrobowa. Inne choroby przewlekle, jak marsko$¢ wa-
troby lub rozw6j nowotworu charakteryzuja si¢ brakiem zmian aktywnosci ami-
notransferaz w surowicy, przy jednoczesnym podwyzszonym poziomie aktyw-
nosci ALP 1 GGT (ryc. 3.11). Nalezy pamigta¢, ze w zaleznos$ci od etiologii,
rozlegtosci 1 czasu trwania choroby, obok zmian enzymologicznych wystepuje
wiele zmian parametrow laboratoryjnych, ktére sa omawiane w innych rozdzia-
fach takich jak hiperbilirubinemia, hipoalbuminemia, hipergammaglobulinemia,
niedobory watrobowych czynnikoOw krzepnigcia, wzrost stezenia markerow no-
wotworowych, antygenow i przeciwcial przeciw wirusom zapalenia watroby i
wiele innych.

Ostre zapalenie Przewlekte zapalenie Zapalenie polekowe
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Ryc. 3.11. Poziomy enzymow w surowicy w chorobach watroby

3.7.3. Choroby trzustki

Ostre zapalenie trzustki jest czasami trudne do zdiagnozowania ze wzgledu
na podobienstwo objawdw wystepujacych w ostrych stanach brzucha, takich jak
perforacja wrzodu zZotadka i jelit, niedroznos¢ jelit, niedrozno$¢ drog zotcio-
wych. W réznicowaniu tych stanow pomocne jest laczne oznaczanie poziomu
LPS i AMY.

W przebiegu ostrego zapalenia trzustki poziom AMY w osoczu zaczyna
wzrastaé w ciagu 5-8 godzin od wystapienia objawoéw (maksimum w 12 godzi-
nie) i nastgpnie wraca do warto$ci normalnych po uptywie 3-4 dni. W moczu
obserwuje si¢ wigkszy wzrost AMY, ktory utrzymuje si¢ dtuzej niz w osoczu.
Z uwagi na to, iz do wzrostu AMY dochodzi rowniez w innych chorobach prze-
wodu pokarmowego, oznaczanie catkowitej aktywnosci AMY w celu potwier-
dzenia zapalenia trzustki ma niska warto$¢ diagnostyczna. Specyficzno$¢ dia-
gnostyczna oznaczen AMY w zapaleniu trzustki znacznie ro$nie, kiedy ozna-
czane sa izoenzymy AMY typu P. Przy zastosowaniu punktu odcigcia na pozio-
mie catkowitej aktywnosci AMY, wigkszej lub rownej trzykrotnej wartosci gor-
nej granicy zakresu normy, oznaczenie izoenzymow typu P-AMY daje ponad
90% specyficznos¢ dla diagnostyki ostrego zapalenia trzustki. Ponadto u 80%
pacjentow z ostrym zapaleniem trzustki poziom P-AMY w osoczu pozostaje
podwyzszony przez okres 7 dni, podczas gdy tylko u 30% pacjentdw mozna po
tym czasie stwierdzi¢ zwigkszony poziom catkowitej aktywnosci AMY. Innym
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bialkowym, bardziej specyficznym i czutym markerem zapalenia trzustki jest
wzrost poziomu biatka elastazy 1 w surowicy.

Specyficzno$¢ diagnostyczna oznaczen catkowitej aktywnosci AMY w
ostrym zapaleniu trzustki mozna rowniez poprawi¢ przez jednoczesne oznacza-
nie aktywnosci LPS. Wzrost poziomu LPS w osoczu obserwuje si¢ w 4-8 godzi-
nie od wystapienia objawdéw (maksimum w 24 godzinie) i wraca on do warto$ci
normalnych w ciagu 8-14 dni. W ostrym zapaleniu trzustki poziom LPS w oso-
czu moze czgsto osiagac¢ wielkos¢ 50-krotnie przekraczajaca gorna granice war-
tosci normalnych. Czuto$¢ i specyficznos¢ tego parametru miesci sig w grani-
cach 80-100%. Jednak wielko$¢ wzrostu aktywnosci LPS w osoczu nie zawsze
pozostaje w zwiazku z przebiegiem zapalenia.

Spadek poziomu P-AMY w osoczu ponizej dolnej granicy warto$ci normal-
nych wskazuje na niewydolno$¢ wydzielnicza trzustki. Obserwacja ta moze by¢
podstawa do stwierdzenia uposledzonej funkcji zewnatrzwydzielniczej trzustki i
moze zastapi¢ testy inwazyjne. Trzeba pamigtaé, ze normalny poziom P-AMY w
osoczu nie wyklucza obnizenia wydzielniczej funkcji trzustki. Pomocne w dia-
gnozowaniu egzokrynnej niewydolnosci trzustki jest wykazanie obnizonego
poziomu elastazy 1 w kale.
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4. DIAGNOSTYKA ZABURZEN METABOLIZMU
LIPOPROTEIN OSOCZA

Malgorzata Wroblewska

4.1. Lipidy i lipoproteiny

Ttuszcze (lipidy) to grupa substancji o roznej strukturze chemicznej, ktorych
wspolna cecha jest nierozpuszczalnos¢ w wodzie. Wehikutami umozliwiajacymi
transport lipidow we krwi sa lipoproteiny - makromolekularne kompleksy zto-
zone z lipidow oraz swoistych biatek, zwanych apolipoproteinami (apo), charak-
teryzujacych si¢ wysokim powinowactwem do lipidow. W budowie czastki li-
poproteinowej mozna wyrdzni¢ wewnetrzne ,,jadro" zawierajace lipidy niepo-
larne (cholesterol zestryfikowany i triacyloglicerole), oraz zewnetrzny "plaszcz"
zbudowany z lipidow amfifilnych (fosfolipidy, cholesterol niezestryfikowany).

biatka peryferyjne:
apo A-I,apo E, apo-C

cholesterol triacyloglicerole

fosfolipidy

rdzen - lipidy

niepolarne

bicika integralne:

apo B-100, apo B-48 e } = iy

amfifilne

estry cholesterclu

Ryc. 4.1. Budowa czastki lipoproteinowe;j

4.1.1. Frakcje lipoproteinowe

Lipoproteiny osocza dzieli si¢ na kilka klas, rézniacych si¢ gestoscia wia-
$ciwa, ktora jest wypadkowa stosunku lipidow do biatek w czastkach lipoprote-
inowych (tab, 4.1, ryc. 4.2). Sa to:

e chylomikrony - CHM,
e lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci - VLDL (ang. Very Low Density Lipo-
proteins),
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e lipoproteiny o posredniej gestosci - IDL (ang. Intermediate Density Lipopro-
teins),

e lipoproteiny o niskiej ggstosci - LDL (ang. Low Density Lipoproteins),

e lipoproteiny o wysokiej gestosci - HDL - (ang. High Density Lipoproteins).

Tabela 4.1. Charakterystyka lipoprotein osocza

Klasa Gestosc Masa molowa Stezenie we krwi
lipoprotein [g/ml] x10° [mg/dl]
CHM <0,95 40-100 -*

VLDL 0,95-1,006 10-100 39-114

IDL 1,006-1,019 5-10 12-46

LDL 1,019-1,063 2-3 223-337

HDL 1,063-1,21 0,17-0,35 281-394

* Na czczo, w warunkach prawidtowego metabolizmu lipoprotein, chylomikrony nie sa
obecne we krwi.

3 Bialka B Triacyloglicerole
[ Fosfolipidy 3 Cholesterol
100 —
. /b=
=
> 50
25 —
0
CHM VLDL LDL HDL

Ryc. 4.2. Sktad glownych klas lipoprotein osocza

Izolacja poszczegblnych klas lipoprotein z osocza wymaga zastosowania
czasochtonnej i drogiej, wieloetapowej procedury ultrawirowania. W laborato-
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riach medycznych do oceny stanu lipoprotein osocza wykorzystuje si¢ metode
elektroforezy w zZelu agarozowym. Podczas wedrowki w polu elektrycznym
poszczegolne klasy lipoprotein rozdzielaja si¢ w zalezno$ci od tadunku po-
wierzchniowego, na frakcje o ruchliwosci okreslanej jako B3, pre-p i a (ryc. 4.3).
Rozdzial taki pozwala jedynie na jakosciowa oceng frakcji lipoproteinowych
osocza. Sposdb nazewnictwa oparty na ruchliwosci lipoprotein w zelu agarozo-
wym jest powszechnie stosowany w definiowaniu zaburzen metabolizmu lipo-
protein.

start —_— E (=)
:
' &
B-lipoproteiny (LDL) —* | R
4 | M
pre- p-lipoproteiny (VLDL)—s ' £
% -
e
a-lipoproteiny (HDL) = & PR
- e
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Ryc. 4.3. Prawidlowy rozdziatl lipoprotein osocza w warunkach na czczo, w zelu agaro-
zZowym

Gtoéwne lipidy transportowane przez lipoproteiny to triacyloglicerole (TG),
cholesterol (CH) i fosfolipidy (FL) (ryc. 4.2). Udziat poszczegdlnych klas lipo-
protein w transporcie lipidow przez osocze jest wypadkowa ich stezenia we krwi
oraz sktadu lipidowego. W prawidtowych warunkach, na czczo, VLDL sa glow-
nym transporterami TG, natomiast LDL transportuja wigkszos¢ CH (ryc. 4.4).
Zmiany stezen lipidow z reguly odzwierciedlaja zmiany st¢zen lipoprotein, ale
zmiany jako$ciowe lipoprotein tez moga wptywac na obraz lipidow we krwi.

W prawidtowych warunkach stgzenie IDL jest bardzo niskie w poréwnaniu
do innych frakcji lipoproteinowych (tab. 4.1) i nie jest brane pod uwage w oce-
nie stanu lipoprotein osocza, jednakze w niektérych hiperlipidemiach stgzenie
IDL moze istotnie wzrasta¢ i wplywac na stezenia lipidow. Zwigkszong ilos¢
frakcji posrednich mozna wykry¢ wykonujac elektroforezg lipoprotein w Zelu
agarozowym.
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Ryc. 4.4. Udziat frakeji lipoproteinowych w transporcie lipidow w osoczu, w prawidto-
wych warunkach, na czczo

4.1.2. Apolipoproteiny

Sktad biatkowy poszczegdlnych frakcji lipoproteinowych jest zroznicowany
(tab. 4.2). Podstawowe funkcje apolipoprotein obejmuja:
e udzial w syntezie czastek lipoproteinowych (biatka strukturalne: apo
B-48, apo B-100, apo A-I),
e aktywacj¢/inhibicj¢ enzymow bioracych udziat w przemianach lipo-
protein w osoczu (apo A-l, apo C-II),
e interakcj¢ z receptorami lipoprotein na blonach komoérkowych (apo
B-100, apo E, apo A-I).
Niektore apolipoproteiny petnia wigcej niz jedna z powyzszych funkcji (np.
apo A-I).

Apo B-48 i apo B-100 sa produktami tego samego genu. Synteza apo B-48
ma miejsce w jelicie, gdzie w trakcie transkrypcji genu apo B do mRNA
wprowadzany jest kodon stop i w rezultacie powstaje biatko o masie 241 kDa.
Apo B-48 cechuje si¢ zdolnoscia wiazania bardzo duzych ilosci TG. Tran-
skrypcja genu apo B w watrobie przebiega w catosci i powstaje biatko o masie
512 kDa, zdolne nie tylko do wiazania duzych ilosci TG, ale posiadajace takze
sekwencje rozpoznawane przez receptory LDL.
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Tabela 4.2. Sktad bialkowy frakcji lipoproteinowych i najwazniejsze funkcje apolipopro-
tein

Apo - % biatka we frakcji Funkcie
P CHM |VLDL |LDL |HDL !
Al 7 <1 <1 64 Aktywacja LCAT, budowa HDL,
transport powrotny cholesterolu
A-11 5 - - 20 ?
AV 14 ) ) 9 Aktywacja LCAT, transport powrotny
cholesterolu?
B-48 19 4 - - Sekrecja chylomikronow
Sekrecja VLDL, strukturalne biatko
B-100 |- 32 80 i LDL, receptorowy katabolizm LDL
C-1 11 3 <1 6 ?
C-II 15 7 <3 1 Aktywacja lipazy lipoproteinowej
Inhibicja watrobowego wychwytu
C-l 4 40 10 4 chylomikronéw i VLDL
Watrobowy klirens czastek resztko-
E 10 13 3 2 wych CHM i IDL

4.1.3. Enzymy i biatka transportowe biorqce udzial w osoczowym
metabolizmie lipoprotein

Transport lipidow przez lipoproteiny zwiazany jest z przemianami enzyma-
tycznymi lipidow, katalizowanymi przez swoiste enzymy, wykazujace powino-
wactwo do okreslonych klas lipoprotein. Najwazniejsze enzymy zaangazowane
w osoczowy metabolizm lipoprotein to:

e acylotransferaza lecytynowo-cholesterolowa (ang. Lecithin: Cholesterol
Acyltransferase, LCAT). Enzym jest syntetyzowany w watrobie i wydziela-
ny do krwi, gdzie katalizuje reakcje estryfikacji cholesterolu w osoczu. Za-
chodzi ona w czastkach HDL 1 jest kluczowym etapem tworzenia dojrzatych
czastek HDL. W catej puli cholesterolu transportowanego przez lipoproteiny
estry cholesterolu (CHE) stanowia okoto 75%. Zmniejszony udziat CHE ob-
serwuje si¢ w chorobach watroby.

e lipazy lipoproteinowe. Enzymy te sa syntetyzowane w tkankach i wiazane
na $roédbtonku naczyn krwiono$nych. We krwi wynaczynionej ich aktyw-
nos$¢ jest sladowa.

0 lipaza lipoproteinowa - powoduje hydroliz¢ triacylogliceroli, trans-
portowanych przez chylomikrony i VLDL, do wolnych kwasow
thuszczowych (WKT) i glicerolu. Wymaga obecnosci apolipoprote-
iny C-II. Najwigksza ilo§¢ tego enzymu znajduje si¢ w tkankach:
thuszczowej, migsniowe;j i ptucne;.

0 lipaza lipoproteinowa watrobowa - wystgpuje na $rodblonku na-
czyn krwionosnych watroby. Nie wymaga obecnos$ci apo C-11. Poza
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aktywnoscia hydrolazy triacylogliceroli posiada ona jeszcze aktyw-
no$¢ fosfolipazy. Substratami sa dla niej lipidy czastek VLDL, LDL
i HDL.

0 lipaza endotelialna - wystgpuje na komorkach srodbtonka, migdzy
innymi naczyn wieficowych i w makrofagach. Bierze udziat w kata-
bolizmie HDL, katalizujac przede wszystkim hydrolizg fosfolipidow
transportowanych przez HDL.

Osoczowe przemiany lipoprotein zwigzane sa takze z przemieszczaniem si¢
lipidow pomigdzy czastkami lipoprotein réznych klas. Transport ten umozliwia-
ja/ulatwiaja biatka transportujace lipidy. Jednym z nich jest biatko przenoszace
estry cholesterolu (ang. cholesteryl ester transfer protein, CETP). Jest to gliko-
proteina umozliwiajaca transport estrow cholesterolu pomigdzy lipoproteinami.
Najwazniejsza funkcja CETP jest transport CHE pomigdzy HDL (miejscem
estryfikacji cholesterolu) a lipoproteinami VLDL i LDL. Przeniesieniu jednej
czasteczki CHE z HDL do VLDL towarzyszy przeniesienie jednej czasteczki
TG z VLDL do HDL. CETP odgrywa wazne znaczenie w regulacji st¢zenia
cholesterolu we frakcjach HDL i LDL.

Stwierdzono, ze mutacje w genie CETP, obnizajace aktywno$¢ CETP,
skutkuja bardzo wysokim poziomem cholesterolu we frakcji HDL. Na tej pod-
stawie mozna przypuszcza¢, ze farmakologiczne hamowanie aktywnosci
CETP spowoduje obnizanie LDL-cholesterolu i wzrost HDL-cholesterolu.
Inhibitory CETP sa obecnie badane jako potencjalne leki przeciwmiazdzyco-
we.

4.1.4. Receptory lipoprotein

Przekazywanie lipidow przez czastki lipoproteinowe do komorek odbywa
si¢ z udziatem swoistych receptorow, zlokalizowanych na btonach komorko-
wych (tab. 4.4). Wigkszos¢ receptorow posredniczy w procesach endocytozy
czastek lipoproteinowych (receptory B/E, receptory apo E, makrofagowe recep-
tory zmiatajace), ktore sa nastepnie w catosci katabolizowane wewnatrz komo-
rek. Natomiast receptor zmiatajacy typu B-I wiaze czastki HDL i umozliwia
przekazywanie estrow cholesterolu z HDL do komorek.

Za odkrycie receptora LDL i wyjasnienie jego roli w metabolizmie chole-
sterolu Joseph Goldstein 1 Michael Brown otrzymali nagrod¢ Nobla w 1985 1.
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Tabela. 4.3. Wybrane receptory lipoprotein

. Wiazane .
Receptor Wystgpowanie lipoproteiny Ligandy
Receptor B/E Wszystkie Apo B-100,
(Receptor LDL) komorki IDL, LDL Apo E
i{eectf)lzto(r:zagtzkEre(i{zet: Watroba Remnanty CHM, Apo E
p A % remnanty VLDL P
kowych)
Makrofagowy recep- ﬁn:)oizil;zwane
tor zmiatajacy Makrofagi pop Y Uktad tadunkow
(,scavenger”) (oksydowane
” LDL)
Receptor  zmiatajacy thrf) bg, Elementy struktury
klasy B-I (SR B-I) komérki HDL apolipoprotein
Y steroidogenne POTIPOP

4.2. Metabolizm lipoprotein
4.2.1. Metabolizm chylomikronow

95% spozywanych tluszczy stanowig triacyloglicerole. Powinny one pokry-
waé okoto 25-30% dobowego zapotrzebowania energetycznego (dla dorostych
w wieku 26-60 lat wynosi to: 57-97 g dla kobiet i 73-120 g dla mgzczyzn). Ab-
sorpcja jelitowa TG jest bardzo wydajna i w normalnych warunkach sigga okoto
90% TG zawartych w diecie.

Podczas procesu trawienia w przewodzie pokarmowym lipidy sa hydrolizo-
wane i wchlaniane do komorek btony §luzowej jelita cienkiego. Tam syntetyzo-
wane sa chylomikrony (ryc. 4.5). Strukturalnym biatkiem chylomikronéw jest
apo B-48, ktore posiada zdolnos¢ wiazania bardzo duzych ilosci TG. Tworzenie
chylomikronow nastgpuje w trakcie syntezy apo B-48 i zalezy od obecnosci
mikrosomalnego bialka transportowego (ang. microsomal transport protein,
MTP), ktore przenosi TG do miejsca syntezy apo B. Genetycznie uwarunkowa-
ny brak MTP powoduje cigzkie zaburzenie zwane abetalipoproteinemia (patrz
dalej). Powstajace chylomikrony wchtaniane sa do naczyn chtonnych i nastgpnie
dostaja si¢ wraz z chtonka do tozyska naczyniowego. Tam zostaja wzbogacone
w apo C, apo E 1 apo A-I pozyskiwane od innych lipoprotein. Bardzo szybko
nastgpuje hydroliza TG chylomikronow, katalizowana przez lipaze lipoprote-
inowa w obecnosci apo C-1I. Wraz ze zmniejszaniem si¢ zawartosci TG nastgpu-
je odtaczanie apolipoprotein i w rezultacie powstaja znacznie mniejsze czastki, o
zwigkszonym udziale estrow cholesterolu, zawierajace juz tylko apo B-48 i apo
E. Takie struktury nosza nazweg czastek resztkowych (remnantéw) chylomikro-
néw. Sa one usuwane z krazenia przez watrobg za posrednictwem receptorow
apo E.
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Ryc. 4.5. Metabolizm chylomikronow; WKT — wolne kwasy thuszczowe

Ocenia sig, ze jedna czastka chylomikronowa przebywa we krwi 7-10 minut.
Szybki katabolizm i stopniowe pojawianie si¢ chylomikronow we krwi sprawia-
ja, ze po positku w normalnych warunkach utrzymuje si¢ przez pewien czas
stosunkowo niewielka ilo$¢ chylomikronéw we krwi, co objawia si¢ umiarko-
wanym wzrostem TG, ale nie wptywa istotnie na poziom CH (lipemia pokar-
mowa). W zaburzeniach metabolizmu chylomikronéw poziom TG we krwi jest
bardzo wysoki, wzrasta tez stezenie cholesterolu.

4.2.2. Metabolizm VLDL i ID oraz powstawanie LDL

VLDL syntetyzowane sa w hepatocytach. Strukturalnym biatkiem VLDL
jest apo B-100. Synteza VLDL odbywa si¢, podobnie jak synteza chylomikro-
now, z udzialem MTP. Tylko czg$¢ TG wbudowywanych do VLDL jest syntety-
zowana de novo w hepatocytach, wigkszo§¢ pochodzi z czastek resztkowych
chylomikronéw. VLDL wydzielane z watroby maja cholesterol zestryfikowany
w okoto 50%. Przemiany VLDL w osoczu (ryc. 4.6) polegaja poczatkowo na
wzbogaceniu czastek w apolipoproteiny A-I, C-1l i E, ktoérych donorem sa HDL.
Jednoczesnie TG sa hydrolizowane przez lipazg lipoproteinowa, a cholesterol
niezstryfikowany (wolny, CHW) przemieszcza si¢ do HDL i po estryfikacji
(CHE) wraca do VLDL za posrednictwem CETP. Jednocze$nie CETP przenosi
TG z VLDL do HDL. W efekcie powstaja lipoproteiny zawierajace mniej wigcej
rownowazng ilo§¢ TG i CH - frakcje posrednie (IDL, czastki resztkowe VLDL,
remmanty VLDL). Czg$¢ IDL (75%) jest wychwytywana i katabolizowana przez
watrobg z udziatem receptorow LDL i receptoréw apo E. Pozostale czastki IDL
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ulegaja dalszym przemianom z udziatlem lipazy lipoproteinowej watrobowe;.
Maleje w nich zawarto$§¢ TG, natomiast ro$nie ilo§¢ CH. Apolipoproteiny A-I,
C-II i E odlaczaja si¢ 1 apo B-100 pozostaje jedynym biatkiem czastek, ktore
definiujemy jako LDL (ryc.4.6).

apo C-II komérii

Lipaza lipoproteinowa

TG = WKT + Glicerol

Ryc.4.6. Metabolizm VLDL i IDL. R-B/E — receptory LDL, R-apo E — receptory cza-
stek resztkowych, TG — triacyloglicerole, WKT — wolne kwasy ttuszczowe

4.2.3. Katabolizm LDL. Réwnowaga cholesterolowa w komdrce

U cztowieka cholesterol jest sktadnikiem wszystkich bton biologicznych,
prekursorem hormonéw sterydowych, kwasow zolciowych oraz witaminy D.
Okoto 40% catego cholesterolu ustroju znajduje si¢ w tkance nerwowej, gdzie
stanowi on glowny skladnik mieliny. Wigkszos$¢ cholesterolu ma posta¢ chole-
sterolu wolnego. Z wyjatkiem tkanek nerwowej i mig$niowej, cholesterol po-
chodzi gtéwnie z wlasnej syntezy (substratem jest acetylo-koenzym A). Klu-
czowym enzymem szlaku syntezy cholesterolu jest reduktaza beta-hydroksy-
beta-metyloglutarylo-koenzymu A (reduktaza HMG-CoA), ktdrej aktywnos$¢ jest
hamowana zwrotnie przez cholesterol. Zrodtem cholesterolu egzogennego dla
wigkszosci komorek sa czastki LDL. Receptorowy transport LDL do komorek
jest podstawowym mechanizmem kontroli st¢zenia LDL we krwi. Receptory
LDL odkryto we wszystkich tkankach, przy czym okoto 2/3 receptorow zlokali-
zowane jest w watrobie. Aktywnosc 1 ilo$¢ receptoroéw LDL w komorce sg Scisle
kontrolowane przez poziom cholesterolu (ryc. 4.7).
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Ryc. 4.7. Robwnowaga cholesterolowa w komorce. CHE — cholesterol zestryfikowany,
CHW - cholesterol wolny, HMG-CoA — beta-hydroksy-beta-metyloglutarylo-koenzym
A, ACAT - acylotransferaza acetylo-CoA-cholesterol, NCEH — neutralna hydrolaza
estréw cholesterolu.

W warunkach prawidlowych, u cztowieka, 20-33% LDL wnika do komorek
bez udziatu receptoréw. Pozareceptorowy transport LDL jest proporcjonalny do
stezenia LDL w osoczu. Przy deficycie receptorow lub ich wadliwym funkcjo-
nowaniu ro$nie udziat pozareceptorowej drogi pobierania LDL.

Kontrola syntezy endogennego cholesterolu i receptorowego transportu LDL
do komoérek to dwa gltowne sposoby regulowania zawarto$ci cholesterolu w
komorkach. Trzeci mechanizm zwigzany jest z obecnos$cia cytozolowego enzy-
mu katalizujacego estryfikacje cholesterolu (acylotransferaza acetylo koenzym
A - cholesterol, ACAT) (ryc. 4.7). Krople estrow cholesterolu w cytoplazmie
stanowia zapas cholesterolu, ktory moze by¢ uwolniony w wyniku aktywnosci
neutralnej hydrolazy estrow cholesterolu (NCEH). Trzeba jednak zaznaczy¢, ze
w wigkszosci komorek obecna jest jedynie §ladowa ilo$¢ estrow cholesterolu.
Wysoka proporcja CHE wystepuje w lipoproteinach, w nadnerczach i ptytkach
miazdzycowych.

Waznym ogniwem w utrzymywaniu rownowagi cholesterolowej w komor-
kach jest przechwytywanie nadmiaru cholesterolu przez czastki HDL (ryc. 4.7),
gdzie jest on estryfikowany i przekazywany do watroby. Ten proces nosi miano
powrotnego (zwrotnego) transportu cholesterolu.

4.2.4. Metabolizm HDL

HDL sa najbardziej polimorficzna klasa lipoprotein. W zaleznos$ci od kryte-
rium podzialu mozna wyr6zni¢ nawet kilkanascie podfrakcji HDL, o roznym
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sktadzie biatkowym 1 lipidowym, a co za tym idzie o odmiennych wlasciwo-
sciach fizyko-chemicznych. Przypuszcza sig, ze takie zrdznicowanie odzwier-
ciedla r6zny udziat poszczegdlnych rodzajow czastek HDL w transporcie po-
wrotnym cholesterolu. Obecnie najwazniejsza rol¢ w tym procesie przypisuje si¢
apo A-L.

Apo A-I jest syntetyzowana w watrobie i jelicie i w wigkszosci wydzielana
w postaci wolnej apo A-I, ktéra reaguje z transporterem przezblonowym ABC
A-1 (ang. ATP Binding Cassette Transporter A-1). Uruchamia to wewnatrz ko-
morki kaskade sygnatéw prowadzacych do uwolnienia z blony komoérkowej
fosfolipidow i cholesterolu niezestryfikowanego. Sa one wiazane przez apo A-l i
w ten sposdb powstaja prekursorowe HDL o dyskowych ksztattach, uwarunko-
wanych brakiem niepolarnych lipidow (TG i CHE) (ryc. 4.8). Po estryfikacji
cholesterolu przez LCAT tworzy si¢ hydrofobowy rdzen i czastki zmieniaja
ksztalt na sferyczny, stajac si¢ dojrzatymi HDL. One roéwniez przechwytuja cho-
lesterol z komorek, za posrednictwem innej klasy transporteréw przezbtonowych
(ABC G-1). Dojrzate HDL przechodza w osoczu dalsze przemiany z udziatem
enzymow 1 biatek transportujacych lipidy, podczas ktorych czes¢ apo A-I jest
ponownie uwalniana z czastek HDL. W trakcie przemian czastki HDL przekazu-
ja estry cholesterolu do hepatocytow za posrednictwem receptoréw zmiatajacych
klasy B-I (ryc. 4.8).

W 1960 r. Friedrickson po raz pierwszy opisat przypadek tzw. choroby tan-
gierskiej. To bardzo rzadkie zaburzenie cechuje si¢ catkowitym brakiem HDL
we krwi, a jednoczesnie w komorkach ukladu siateczkowo-§rodbtonkowego
akumuluje si¢ od 50 do 100 wigksza ilo$¢ estrow cholesterolu niz w warunkach
normalnych. U schytku XX wieku odkryto, Zze choroba tangierska jest uwarun-
kowana defektami genu transportera ABC A-1. Obecnie prowadzone sa badania
nad mozliwo$cia farmakologicznej intensyfikacji transportu powrotnego poprzez
wplyw na funkcje transporterow ABC lub na drodze wprowadzania do krazenia
tzw. mimetykow HDL. Sa nimi dyskowe struktury tworzone przez apo A-I i
fosfolipidy, analogiczne do prekursorowych HDL wystgpujacych we krwi.

4.2.5. Rownowaga cholesterolowa ustroju

Okoto 50% cholesterolu zawartego w pokarmie wchtania si¢ z przewodu
pokarmowego odpowiednio do podazy, ktora wynosi dziennie 400-600 mg. En-
dogenna dzienna synteza wynosi od 0,8 do 1,2 grama. Najwigkszy udziat w syn-
tezie cholesterolu maja watroba (85%), jelito cienkie (8%) i skora (5%). Watro-
ba jest glownym organem utrzymujacym rownowage cholesterolowa organizmu
(ryc. 4.9). Cholesterol pokarmowy dociera do watroby razem z czastkami reszt-
kowymi chylomikronéw. Watroba witacza cholesterol w syntetyzowane przez
siebie lipoproteiny VLDL. Cholesterol nie wychwycony przez tkanki wraca do
watroby za posrednictwem IDL i LDL. Cholesterol zbgdny dla komorek jest
odbierany przez HDL i rowniez dostarczany do watroby. Ponad 90% cholestero-
lu jest usuwane z organizmu z z6tcia, w postaci niezmienionej lub po przeksztat-
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ceniu w kwasy zolciowe, ktorych synteza jest regulowana na drodze ujemnego
sprzezenia zwrotnego przez ilo§¢ kwasow zotciowych wracajacych do watroby.

Prekursorowe HDL

FL,CHW

Ryc. 4.8. Metabolizm HDL. FL - fosfolipidy, CHW - cholesterol wolny, CHE — chole-
sterol zestryfikowany, LW - lipaza watrobowa, LCAT — acylotransferaza lecytyna-
cholesterol, CETP — biatko przenoszace estry cholesterolu, SR-BI — receptory zmiatajace
klasy BI, ABC A-1 — transporter przezblonowy A-1.

4.3. Lipidy a miazdzyca

4.3.1. Rola LDL i makrofagow w powstawaniu ogniska miaZdzycowego

Powstawanie zmian miazdzycowych jest procesem dhlugotrwatlym, a jego
mechanizm nie jest do konca wyjasniony. Wiele dowodow wskazuje, ze istotna
role¢ w rozwoju miazdzycy odgrywaja zmodyfikowane LDL i ich wychwyt
przez makrofagi (ryc. 4.10).

Pewna ilo$¢ czastek LDL moze przedostawac si¢ do warstwy podsroédbton-
kowej tetnic. Zwigkszonej infiltracji LDL sprzyja podwyzszony poziom LDL
oraz uszkodzenie funkcji $rodbtonka nastgpujace np. w wyniku dziatania sit
hemodynamicznych w nadcisnieniu tetniczym lub pod wptywem toksyn bakte-

ryjnych.
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Ryc. 4.9. Rola watroby w gospodarce cholesterolem.
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Ryc. 4.10. Udziat oksydowanych LDL i makrofagowych receptorow zmiatajacych w
przeksztatcaniu makrofagow w komorki piankowate. CHE — cholesterol zestryfikowany,
CHW - cholesterol wolny, HMG-CoA — beta-hydroksy-beta-metyloglutarylo-koenzym
A, ACAT - acylotransferaza acetylo-koenzym A-cholesterol, NCEH — neutralna hydro-
laza estrow cholesterolu, MSR — makrofagowe receptory zmiatajace, OX-LDL — zmody-

fikowane LDL, LDL-R — receptor LDL.
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W $cianie naczynia dochodzi do modyfikacji LDL na skutek migdzy innymi
glikozylacji lipoprotein, dziatania wolnych rodnikow, fosfolipaz i proteaz.
Zmiany dotycza zarowno apo B-100 jak i lipidow. Makrofagi i pokrewne im
komorki (monocyty, komoérki szpiku kostnego, komoérki Kupffera) posiadaja
szczegOlng klasg receptorow — makrofagowe receptory zmiatajace (ang. Ma-
crophage Scavenger Receptor, MSR), ktore rozpoznaja i wychwytuja zmodyfi-
kowane LDL. Sa to receptory nieregulowane. Brak jest sprz¢zenia pomigdzy
ich aktywno$cia a iloécia lipoprotein, jakie dostaja si¢ do komorek. Kiedy ma-
krofagi pobiora wigcej cholesterolu niz wymaga tego normalny metabolizm
komorkowy, i/lub kiedy powrotny transport cholesterolu nie jest odpowiednio
wydajny, dochodzi do gromadzenia estréw cholesterolu w cytoplazmie. Konse-
kwencja tego jest przeksztalcenie si¢ makrofagéw w komorki piankowate, ktore
nastgpnie ulegaja destrukcji pozostawiajac zlogi estrow cholesterolu. Cecha
charakterystyczna dla wczesnych stadiow miazdzycy jest proliferacja komorek
migsnidwki gladkiej, ktore rowniez moga ulega¢ odréznicowaniu i akumulowac
oksydowane LDL, powigkszajac ilo§¢ komorek piankowatych.

4.3.2. Lipidowe czynniki ryzyka miaZdZycy

W skrocie czynnik ryzyka mozna okresli¢ jako ceche lub styl zycia iloscio-
Wwo 1 przyczynowo zwiazany z choroba, ktorych wyeliminowanie lub zreduko-
wanie prowadzi odwrocenia lub zlagodzenia procesu chorobowego i konse-
kwencji klinicznych. Badania epidemiologiczne wskazuja, ze zmiany iloSciowe i
jakosciowe lipoprotein osocza stanowig istotne, tzw. lipidowe czynniki ryzyka
miazdzycy. Do najwazniejszych lipidowych czynnikéw ryzyka miazdzycy nale-
zy poziom cholesterolu we krwi (ryc. 4.11).
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Ryec. 4.11. Zalezno$¢ pomigdzy ryzykiem zachorowania na chorobg wiencowa (ChW) i
stezeniem cholesterolu we krwi.
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Statystycznie ustalone przedziaty wartosci prawidlowych nie odzwierciedla-
jaryzyka miazdzycy zwiazanego ze st¢zeniami lipidow/lipoprotein (ryc. 4.12).

' Framingham 2 Iat.
Study obserwacji
BezChw Chw

g 8§
Cholesterol we krwi [mgldl]

300

Ryc. 4.12 Rozktad stgzen cholesterolu we krwi a zachorowalno$¢ na chorobg wiencowa
(ChW), na podstawie badan Framingham

Czarny histogram — rozktad stezen cholesterolu we krwi u osob, u ktérych podczas
pierwszych 26 lat obserwacji nie doszto do rozwoju ChW.

Czerwony histogram — rozktad stezen cholesterolu we krwi u oséb, u ktoérych podczas
pierwszych 26 lat obserwacji doszto do rozwoju ChW.

Niebieskie pole — ryzyko ChW u 0s6b, u ktorych stezenia cholesterolu we krwi miesz-
cza si¢ w zakresie od 150 do 200 mg/dL wynosi 20%. Jest to okoto 40% populacji.
Zielone pole - ryzyko ChW u 0s6b, u ktorych stgzenia cholesterolu we krwi sa wyzsze
niz 300 mg/dL wynosi 90%. Jest to okoto 3% populacji.

Przy poziomie cholesterolu 225 mg/dL ryzyko ChW wynosi 40%.

Zalecenia amerykanskiego Narodowego Programu Edukacji Cholesterolowe;j
(National Cholesterol Education Program - NCEP) dotyczace wykrywania i
leczenia hipercholesterolemii u dorostych przedstawiaja Raporty Zespolu Eks-
pertow ds. Wykrywania, Oceny i Leczenia Hipercholesterolemii u Dorostych
(Adult Treatment Panel [ATP]) (www.nhlbi.nih.gov/guidelines/cholesterol/).
Ostatni raport (ATP III) zostat opublikowany w 2001 r. i uzupemiony w 2004 r.
Wedlug ATP gldéwnym celem leczenia zmniejszajacego st¢zenie cholesterolu
powinno byc¢ stgzenie cholesterolu we frakcji LDL. Klasyfikacje stezen lipi-
dow/lipoprotein proponowang przez ATP III przedstawia tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Klasyfikacja stezen lipidow i lipoprotein wg ATP III

Klasyfikacja Cholesterol catkowity (CH)
Stgzenie pozadane <200 mg/dL (<5,2 mmola/L)
Stgzenie granicznie duze 200-239 mg/dL (5,2-6,1 mmola/L)
Stgzenie duze >=240 mg/dL (>=6,2 mmola/L)
Cholesterol LDL (LDL-CH)
Stgzenie optymalne <100 mg/dL (<2,6 mmola/L)
Stgzenie prawie optymalne 100-129 mg/dL (2,6-3,3 mmola/L)
Stgzenie granicznie duze 130-159 mg/dL (3,4-4,1 mmola/L)
Stgzenie duze 160-189 mg/dL (4,1-4,9 mmola/L)
Stezenie bardzo duze >=190 mg/dL (>=4,9 mmola/L)
Triacyloglicerole (TG)
Stgzenie prawidtowe <150 mg/dL (<1,7 mmola/L)
Stgzenie granicznie duze 150-199 mg/dL (1,7-2,3 mmola/L)
Stezenie duze 200-499 mg/dL* (2,3-5,7 mmola/L)
Stezenie bardzo duze >=500 mg/dL** (>=5,7 mmola/L)
Cholesterol HDL (HDL-CH)
Stgzenie male <40 mg/dL (<1,0 mmol/L)
Stgzenie duze >=60 mg/dL (>=1,5 mmola/L)

* stgzenie TG w zakresie 200-499 mg/dL stanowi czynnik ryzyka miazdzycy, poniewaz
najczesciej jest ono spowodowane obecno$cig aterogennych czastek resztkowych
VLDL.

** stezenie TG>1000 mg/dL, najczesciej zwiagzane jest z obecnoscia duzej ilosci chylo-
mikrondéw i stanowi czynnik ryzyka ostrego zapalenia trzustki.

4.3.3. Inne czynniki ryzyka choroby wiencowej

Ze zwigkszonym ryzykiem ChW wiaza si¢ rOwniez inne, nielipidowe czyn-
niki ryzyka, do ktorych naleza:
nadci$nienie tetnicze,
palenie papierosow,
stan prozakrzepowy,
cukrzyca,
otytos¢,
mata aktywno$¢ fizyczna,
dieta aterogenna,
wiek,
pte¢ meska,
przedwczesna CHW w wywiadzie rodzinnym.
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4.3.4. Docelowe stezenia LDL-CH w grupach ryzyka

Dziatania podejmowane w celu redukcji ryzyka ChW powinny bezposrednio
zaleze¢ od stopnia ryzyka incydentow wiencowych. Dla réznych grup ryzyka
proponowane sa odmienne — tzw. docelowe poziomy LDL-CH, czyli st¢zenia
LDL-CH jakie powinny by¢ uzyskane w efekcie terapii (tab. 4.5).

Tabela 4.5. Docelowe stgzenia LDL-CH w grupach ryzyka

Grupa ryzyka Docelowe stezenie LDL-CH
ChW lub rownowaznik ChW* <100 mg/dL (<2,6 mmola/L)
>2 czynniki ryzyka <130 mg/dL** (<3,4 mmola/L)
<1 czynnik ryzyka <160 mg/dL (<4,1 mmola/L)

* rownowazniki ChW jako czynnika ryzyka: inne niz ChW kliniczne postaci miazdzycy
(miazdzyca tetnic konczyn dolnych, miazdzyca tetnic szyjnych [przemijajace napady
niedokrwienia lub udar mozgu, zwiazane z choroba tgtnic szyjnych lub zwezenie >50%
tetnicy szyjnej uwidocznione w angiografii lub ultrasonograficznie] i tgtniak aorty
brzusznej), cukrzyca oraz wspotistniejace liczne czynniki ryzyka

** Docelowe stezenie LDL-CH u 0s6b z licznymi czynnikami ryzyka, u ktérych 10-
letnie ryzyko wystapienia incydentow wiencowych przekracza 20%, wynosi <100
mg/dL.

W przypadku duzych stezen TG, drugim celem leczenia jest tzw. nie-HDL-
CH, wyliczany z r6znicy pomigdzy cholesterolem catkowitym i HDL-CH. Od-
zwierciedla on caly cholesterol transportowany w aterogennych lipoproteinach
zawierajacych apo B (LDL, VLDL, IDL i czastki resztkowe VLDL). Docelowy
nie-HDL-CH powinien by¢ tylko o 30 mg/dL wyzszy niz docelowy LDL.

4.4. Badania laboratoryjne w diagnostyce zaburzen metabolizmu
lipoprotein

Najczgséciej] wykonywanym badaniem laboratoryjnym jest pomiar stgzenia
cholesterolu catkowitego we krwi, ktoéry moze by¢ przeprowadzony w probce
pobranej o dowolnej porze. Jest to pewnego rodzaju ,.badanie przesiewowe”
stuzace do wykrywania osob z hipercholesterolemia. Wedtug zalecen ATP 111, z
punktu widzenia prewencji ChW, najlepszym postgpowaniem jest ocena profilu
lipidowego obejmujacego pomiary stezenn CH, HDL-CH i TG. Na ich podstawie,
w wigkszosci przypadkow, mozna wyliczy¢ stgzenie LDL-CH, postugujac sig
wzorem Friedewalda (patrz dalej). Dla celéw prewencji pierwotnej ocena profilu
lipidowego powinna by¢ przeprowadzana u wszystkich 0sob dorostych (>20 lat)
raz na 5 lat. W okresie 3 tygodni poprzedzajacych badanie pacjent powinien
zachowaC swoja zwykla diete i stala wage. Czestsze pomiary sa konieczne u
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0s6b z licznymi czynnikami ryzyka i os6b poddawanych leczeniu hipolipemizu-
jacemu.

Badania wchodzace w sktad profilu lipidowego powinny by¢ wykonywane
we krwi pobranej w warunkach standardowych, na czczo. Pacjent powinien
wowczas powstrzymac si¢ od positkow przez 10-12 godzin. Krew nalezy pobie-
ra¢ po 10 minutowym spoczynku w pozycji siedzacej, staza powinna trwac krot-
ko. Stezenia lipidow w osoczu sa o okoto 4% nizsze niz w surowicy, nalezy
wigc zachowa¢ staly wybor materialu do badan. Diagnoza powinna opierac si¢
na przynajmniej dwoch badaniach wykonanych w odstgpie 2 - 3 tygodniowym.

W ciazy wystepuje fizjologiczna hiperlipidemia, w tym czasie kobiety nie
powinny by¢ wiaczane do badan przesiewowych.

Obecnie wszystkie badania laboratoryjne wykorzystywane do diagnostyki
zaburzen metabolizmu lipoprotein wykonuje si¢ z uzyciem autoanalizatorow.
Pomiary wykonywane sg za pomoca metod enzymatycznych, ktére pozwolity na
eliminacje etapow ekstrakcji lipidow z osocza, a ponadto cechuja si¢ wysoka
swoistoscia i precyzja.

4.4.1. Steienie cholesterolu we frakcjach LDL i HDL

Ilo$¢ frakcji LDL i HDL ocenia si¢ poprzez stezenie cholesterolu transpor-
towanego przez te lipoproteiny. Do mierzenia stezen HDL-CH wykorzystywane
sa obecnie tzw. metody bezposrednie, nie wymagajace izolacji frakcji HDL z
osocza. Cholesterol LDL moze by¢ wyliczany wg. formuly Friedewalda:

cholesterol LDL = CH — (CH-HDL + TG/5) [mg/dL]

lub

cholesterol LDL = CH — (CH-HDL + TG/2,22) [mmol/L]

Obliczanie cholesterolu LDL za pomoca przedstawionego wzoru jest wiary-
godne pod warunkiem, ze st¢zenie TG we krwi nie przekracza wartosci 350
mg/dL i ze we krwi nie sa obecne chylomikrony (pacjent musi by¢ na czczo!)
ani podwyzszona ilo$¢ frakcji posrednich.

Obecnie coraz powszechniej stosowane sa takze metody bezposredniego
oznaczania poziomu cholesterolu LDL. Kiedy stosuje si¢ metody bezposrednie,
dopuszcza si¢ pomiar HDL-CH i LDL-CH we krwi pobranej nie na czczo.

4.4.2. Stezenie triacylogliceroli we krwi

Stezenie TG powinno by¢ mierzone we krwi pobranej na czczo. Stwierdze-
nie duzego i1 bardzo duzego poziomu TG (tab. 4.4) wymaga od laboratorium
zdefiniowania obecnos$ci lub braku chylomikronéw. Chylomikrony wykrywa si¢
latwo, poniewaz samorzutnie wyptywaja (flotuja) na powierzchni¢ osocza (su-
rowicy) i po kilkunastu godzinach przechowywania materiatu w lodowce tworza
na powierzchni wyrazna biata warstwe. Jest to tzw. test zimnej flotacji.

Duza ilo$¢ chylomikronow (TG>1000 mg/dl) moze interferowaé w pomiary
stezen innych sktadnikow osocza. W takim wypadku chylomikrony powinny
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by¢ oddzielone od krwi/osocza np. za pomoca ultrawirowania (podczas wirowa-
nia osocza przy duzej sile odsrodkowej chylomikrony flotuja na powierzchnig).

4.4.3. Steienia apolipoprotein

W praktyce wykorzystuje si¢ pomiary stezen apo B oraz apo A-I. Stosunek
apo B/apo A-I odzwierciedla zalezno$¢ pomigdzy pro-aterogennymi lipoprote-
inami zawierajacymi apo B i anty-aterogennymi populacjami HDL. Badania
epidemiologiczne wykazaly, ze stosunek ten jest najsilniejszym wskaznikiem
ryzyka miazdzycowej choroby sercowo-naczyniowej. Ponadto badania poziomu
apo B sa przydatne dla diagnostyki abetalipoproteinemii oraz hipobetalipoprote-
inemii.

4.5. Klasyfikacja hiperlipidemii

Klasyfikacja stezen lipidow/lipoprotein zaproponowana przez ATP III (tab.
4.4) shuzy do wykrywania i leczenia hipercholesterolemii u dorostych. Nie
uwzglednia ona wszystkich zaburzen metabolizmu lipoprotein, a zwlaszcza
cigzkich hipertriglicerydemii lub mieszanych hiperlipidemii zwiazanych z zabu-
rzeniami metabolizmu chylomikronéw. Klasyfikacje, ktora obejmuje niemal
wszystkie rodzaje hiperlipidemii, a ponadto uwzglednia jakoSciowe zmiany li-
poprotein osocza, zaproponowali Friedrickson, Levy i Less (1970 r.). Zostata
ona zaaprobowana przez Komitet Ekspertow Swiatowej Organizacji Zdrowia.
Klasyfikacja ta oparta jest na obrazie lipoprotein rozdzielonych metoda elektro-
forezy w zelu agarozowym i st¢zeniach CH oraz TG. Wyro6znia ona 5 gtownych
fenotypow hiperlipidemii (ryc. 4.13), ktore moga by¢ wywotane réznymi czyn-
nikami etiologicznymi (majacymi podloze zarowno pierwotne jak i wtorne).

4.5.1. HLP typ I (hiperchylomikronemia na czczo)

Charakteryzuje si¢ obecnoscia chylomikrondow w osoczu pobranym na
czczo. Stgzenia triacylogliceroli sa wybitnie zwigkszone, nawet powyzej 10.000
mg/dL (ryc. 4.14), podwyzszone jest rowniez st¢zenie cholesterolu. Charaktery-
styczny jest stosunek st¢zenia cholesterolu catkowitego do stgzenia triacylogli-
ceroli - ponizej 0,1. Przyczyna zaburzenia jest brak aktywno$ci lipazy lipoprote-
inowej zwiazany z uposledzeniem syntezy enzymu, jego nieprawidtowa budo-
wa, lub deficytem apolipoproteiny C-II. Ujawnia sig tylko u homozygot. Objawy
kliniczne moga wystepowac juz w pierwszej dekadzie zycia, a ich nasilenie za-
lezy od wielkosci hipertriglicerydemii. Z reguly pojawiaja sig, gdy stezenie tria-
cylogliceroli utrzymuje si¢ powyzej 2000 mg/dL. Naleza do nich rozsiane zmia-
ny ksantomatyczne, zmiany w siatkowce oka (/ipemia retinalis), hepatospleno-
megalia. Chorzy cierpia z powodu ostrych, napadowych boléw brzucha zwiaza-
nych z rozciaganiem torebki watrobowej. Wystgpuja nawracajace zapalenia
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trzustki. Nie stwierdzono u pacjentdw predyspozycji do rozwoju miazdzycy.
Dieta beztluszczowa powoduje szybki spadek ilosci triacylogliceroli w osoczu.

Obraz elektroforetyczny

Mazwa

Przyczyna genetyczna

(i

Chylomikronemia na czczo
{HLP typ 1)

Brakfdefekt LPL lub apo C-
Il {1:100 00OO)

e

Hipercholesterolemia
izolowana (HLP typ lla)

Mieszana rodzinna
hiperlipidemia (HLP typ Ik}

Defekt receptora LOL
Defekt apo B (1:500)
Madprodukcja Apo B 100
1: 200

Dysbetalipoproteinemia

Typ izoformy apo E: E2/EZ

| -

hiperlipidemia (HLF typ V)

| "Eﬁ (Hiperlipidemia frakcji (1:3000)
. posrednich, HLP typ 111}
| i Hipertriglicerydemia Madproduksja VLDL
g’ & endogenna (HLP typ IV} {1:500)
Ciezka mieszana 7110 D00)

Ryc. 4.13. Fenotypy hiperlipidemii wg Friedricksona, ich przyczyny pierwotne i czg-
sto$¢ wystepowania. HLP — hiperlipoproteinemia

Ryc. 4.14. Surowica pacjenta z HLP typ 1. Nagromadzenie chylomikronéw powoduje

bardzo silna lipemig
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4.5.2. HLPtyplla

Podwyzszone stezenie frakcji LDL (wysokie stezenie cholesterolu w oso-
czu). Hipercholesterolemia rodzinna (autosomalna, dominujaca) wywotana jest
defektem receptorow dla LDL. Heterozygoty wystgpuja z czestoscia 1/500, ho-
mozygoty 1/1.000.000. U heterozygot stgzenie cholesterolu moze przekraczac
dwukrotnie warto$ci pozadane osiagajac warto$ci do 600 mg/dL. W przypad-
kach homozygotycznych stezenia cholesterolu siggaja nawet ponad 1000 mg/dL.
U heterozygot zmiany ksantomatyczne pojawiaja si¢ w drugiej dekadzie zycia, u
homozygot juz we wczesnym dziecinstwie. Objawy kliniczne choroby wienco-
wej w postaci homozygotycznej obserwowane sa w pierwszej dekadzie, u nie
leczonych zgon z powodu zawatu serca ma miejsce przed ukonczeniem 20 roku
zycia. U heterozygot czesto$¢ wystgpowania choroby wiencowej i jej przebieg
sa rozne. Maja tu wpltyw nie tylko poziom cholesterolu, ale rowniez inne czyn-
niki zwigkszajace ryzyko miazdzycy. Rodzinny defekt apo B (autosomalny,
dominujacy) jest efektem mutacji w apolipoproteinie B, ktora powoduje, ze LDL
posiadaja tylko 3-5% prawidlowej aktywnosci wiazania z receptorami. Dotych-
czas opisano tylko postacie heterozygotyczne. Srednie stezenie cholesterolu
catkowitego w granicach 270 mg/dl, cholesterolu frakcji LDL 200 mg/dL. Pod-
wyzszony poziom cholesterolu w hipercholesterolemii pospolitej nie wykazuje
cech dziedziczenia. Przyczyn upatruje si¢ m. in. w niewlasciwej diecie i zaawan-
sowanym wieku pacjenta. Ryzyko miazdzycy - odpowiednie do poziomu hiper-
cholesterolemii i innych czynnikoéw ryzyka.

4.5.3. HLP typ 11 b (zloZona hiperlipoproteinemia)

Podwyzszone poziomy frakcji LDL i VLDL. Stezenie cholesterolu najcze-
sciej od 200 do 300 mg/dL i triacylogliceroli od 200 do 500 mg/dL. Wystgpuje
duza biologiczna zmiennos$¢ osobnicza, ten sam pacjent moze mie¢ w kilku ko-
lejnych badaniach rézne fenotypy (II b, II lub IV). Znaczna czg$¢ pacjentow
cechuje si¢ otytoscia i cukrzyca. Charakterystyczne dla hipercholesterolemii
zmiany ksantomatyczne moga nie wystgpowaé. Przyczyna rodzinnej zloZonej
hiperlipoproteinemii (autosomalna, dominujaca) jest prawdopodobnie nadpro-
dukcja apolipoproteiny B. Wsrod chorych na chorobg wiencowa ponizej 60-tego
roku zycia osobnicy z rodzinng ztozona hiperlipidemia stanowia 10%. Potwier-
dzenie rodzinnej ztozonej hiperlipoproteinemii wymaga wnikliwych badan
cztonkow najblizszej rodziny pacjenta.

4.5.4. HLP typ Il (dysbetalipoproteinemia)

Duza ilo$¢ frakeji posrednich. Podwyzszone sa poziomy cholesterolu (300-
460 mg/dL) i triacylogliceroli (nawet do okoto 1000 mg/dL), stosunek choleste-
rolu calkowitego do triacylogliceroli - zazwyczaj okoto 1. W niektorych przy-
padkach dodatkowo wystepuje na czczo niewielka ilos¢ chylomikronow. Obraz
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elektroforetyczny okresla si¢ jako "szeroki prazek beta". Cholesterol HDL jest
czgsto obnizony. Do objawéw klinicznych naleza zmiany ksantomatyczne na
dloniach (ok. 50% przypadkow), zmiany ksantomatyczne guzowate na tokciach i
kolanach. U 50% chorych wystepuje tendencja do przyspieszonej miazdzycy, w
tym u ponad 30% miazdzyca rozwija si¢ w tgtnicach obwodowych. U znacznej
czg$ci pacjentdow uposledzona tolerancja glukozy, otytos¢, niedoczynnos$é przy-
tarczyc 1 zwigkszony poziom kwasu moczowego. Nagromadzanie si¢ frakcji
posrednich zwigzane jest z obecnoscia izoform E9 apolipoproteiny E. Choroba

ujawnia si¢ gdy obecne sa inne czynniki genetyczne lub $rodowiskowe. Po-
twierdzeniem powinno by¢ okreSlenie fenotypu apolipoproteiny E u pacjenta.
Wsrod pacjentow z typem III HLP 75 - 90 % to homozygoty E5 /o

4.5.5. HLP typ IV (hipertriglicerydemia endogenna)

Podwyzszone stezenie VLDL, wysokie stezenie triacylogliceroli (do okoto
1000 mg/dL), czgsto obnizony cholesterol HDL. Fenotyp ten moze pojawiac sig
okresowo pod wptywem dlugotrwalego nieprawidtowego odzywiania si¢ lub
spozywania alkoholu. Do obrazu klinicznego typu IV nalezy rowniez otylos¢.
Przy utrzymujacej si¢ hiperlipidemii wystepuja zmiany ksantomatyczne. Ro-
dzinna hipertriglicerydemia ma niewyjasniona patogenezg. Pierwotnym defek-
tem metabolicznym moze by¢ opornos¢ komoérkowa na insuling. Potowa pacjen-
tow z hipertriglicerydemia endogenna ma uposledzona tolerancje weglowoda-
now.

4.5.6. Hiperlipoproteinemia typ V

Rzadkie zaburzenie, okoto 6,5% wszystkich hiperlipidemii. Podwyzszone
stezenie frakcji VLDL i chylomikronemia, znacznie podwyzszony poziom cho-
lesterolu (nawet do 1500 mg/dL) i triacylogliceroli (do 7000 mg/dL). Fenotyp
ten jest wynikiem kombinacji czynnikéw genetycznych i §rodowiskowych. Wy-
stegpuje w przebiegu alkoholizmu, w Zle prowadzonej cukrzycy, w otytosci. U
50% chorych zwigkszone st¢zenie kwasu moczowego. Zdarza sig, ze istniejaca u
pacjenta hiperlipoproteinemia typu IV moze pod wptywem wymienionych wy-
zej czynnikow przejs¢ w posta¢ typu V. Objawy kliniczne analogiczne jak w
typie I. Wymaga réznicowania z typem I.

4.5.7. Hiperlipidemie wtdrne

W przebiegu niektorych chordb, w wyniku zaburzen hormonalnych a nawet
pod wptywem niektorych lekow moze dojs¢ do rozwoju hperlipidemii (tab. 4.6).
Jezeli u danej osoby wystgpuja predyspozycje genetyczne, hiperlipidemia wtér-
na moze by¢ bardzo nasilona. Nastgpstwa hiperlipidemii wtérnych (ryzyko ChW
w przypadku hipercholesterolemii, ryzyko zapalenia trzustki w przypadku hiper-
triglicerydemii) sa analogiczne jak w przypadku hiperlipidemii pierwotnych.
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Tabela 4.6 Wtorne hiperlipidemie

Przyczyna Glowne Bezposrednia
. . Fenotyp

podstawowa kierunki zmian przyczyna
insulinoopornos¢,

cukrzyca TGT, CH-HDLV typ IV, typV nadprodukcja TG w
watrobie

alkoholizm TG, HDLL typ IV, typ V, typ nadprodukc-]a TG w

| watrobie
hipotyreoza CHT typ Il a/typ Il b zahamowanie funkcji
POty P P receptora LDL

ciaza TG, HDLT typ IV podwyzs’zony poziom
estrogenow

zespot nadprodukcja

Nerczycowy CHT TGTN typ Ila, typ I apo B-100 w watrobie

niewydolnos¢ TG, HDLL typ IV qbnlzoqa aktywposc .

nerek lipazy lipoproteinowej

4.6. Hipolipoproteinemie
4.6.1. Abetalipoproteinemia (zespol Bassena-Kornzweiga)

Zaburzenie bardzo rzadkie, cecha autosomalna, recesywna. Catkowity brak
chylomikronow po positku thuszczowym. W osoczu brak lipoprotein VLDL i
LDL, obnizone sa HDL. Stezenie cholesterolu catkowitego rzedu 22 mg/dL,
fosfolipidow 45 mg/dL, triacyloglicerole nieoznaczalne rutynowymi metodami
analitycznymi. Obraz kliniczny charakteryzuje si¢ wystgpowaniem biegunek w
pierwszych latach zycia zwiazanych z zaburzeniami wchlaniania thuszezy i wi-
tamin rozpuszczalnych w tluszczach, wchtanianych wraz z chylomikronami
(witaminy A, E i K). Niedobor cholesterolu i witaminy E powoduje zmiany w
uktadzie nerwowym (demielinizacja nerwdéw), zmiany oczne (nocna $lepota,
zaburzenia ostro$ci widzenia, zwyrodnienie barwnikowe siatkowki). We krwi
wystegpuje akantocytoza (zmieniony sktad blony komorkowej erytrocytow), czas
zycia erytrocytow jest skrocony. Abetalipoproteinemia jest spowodowana defek-
tami genetycznymi MTP, ktore zaburzaja synteze lipoprotein wewnatrz komoérek
sluzowki jelita 1 watroby.

4.6.2. Rodzinna hipobetalipoproteinemia

Cecha autosomalna, dominujaca. Efekt roznych mutacji w apo B, od catko-
witego braku po mato zmienione biatko. Czgstos¢ postaci heterozygotycznych
ocenia si¢ na 1/500 do 1/1000. U homozygot st¢zenie cholesterolu catkowitego
od 25 do 70 mg/dL, w tym cholesterol LDL od 0 do 21 mg/dL. Frakcja HDL
prawidtowa, Iub nieco obnizona (ryc. 4.9). Brak jest chylomikronéw po positku
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thuszczowym, wystepuje akantocytoza i objawy neurologiczne analogiczne jak w
abetalipoproteinemii. Oboje rodzice maja obnizone st¢zenie cholesterolu i repre-
zentuja postacie heterozygotyczne. Apo B i cholesterol LDL stanowia u nich od
1/4 do 1/2 warto$ci normalnych (cholesterol catkowity 90-140 mg/dL, choleste-
rol LDL rzedu 30-50 mg/dL). Stgzenie cholesterolu HDL normalne lub nieco
podwyzszone. U heterozygot stezenie cholesterolu LDL jest obnizone (do ok.
50%), w pojedynczych wypadkach opisano uposledzenia wchtaniania, hipowi-
taminozy E i A oraz objawy neurologiczne.

4.6.3. Hipolipoproteinemie wtorne

Obnizone poziomy lipidow wtoérnie moga wystapi¢ w chorobach powoduja-
cych zaburzenia wchlaniania, w przewlektej niedokrwistosci, oraz w przebiegu
choréb doprowadzajacych do znacznego wyniszczenia organizmu, jak choroby
nowotworowe i gruzlica.
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5. PATOMECHANIZMY I DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA
ZABURZEN ROWNOWAGI KWASOWO-ZASADOWEJ

Andrzej Szutowicz

Organizm czlowieka w wyniku przemian metabolicznych produkuje duze
ilosci CO, oraz kwasow nielotnych: siarkowego, fosforowego, mlekowego, sol-
nego, acetooctowego i B-hydroksymastowego (tab. 5.1). CO, po uwodnieniu
tworzy kwas weglowy, ktory z tego powodu nazywamy kwasem lotnym. Zdecy-
dowana wigkszo$¢ CO, powstaje w trzech reakcjach dekarboksylacji stanowia-
cych etapy metabolizmu tlenowego komorek.

Podstawowym zrodlem kwasow nielotnych w organizmie jest metabolizm
aminokwasow zawierajacych siarke, aminokwaséw kationowych, metabolizm
fosfoprotein, fosfolipidow, lipoliza i beztlenowy metabolizm glukozy. Mimo tej
ogromnej produkcji kwaséw pH ptynoéw ustrojowych pozostaje na wzglednie
stalym poziomie (tab. 5.1, ryc. 5.1). Utrzymanie homeostazy jonu wodorowego
ma podstawowe znaczenie dla przebiegu wszystkich przemian biochemicznych
ustroju.

Réwnowaga kwasowo-zasadowa ma charakter bilansowy 1 jest odzwiercie-
dleniem dwoch podstawowych procesow: ciagtej produkcji CO, i nielotnych
kwaséw w przemianach komoérkowych i jednoczesnego ciaglego wydalania CO,
i jondow wodorowych z ustroju (tab. 5.1). Wobec ogromnej zaréwno produkcji
jak 1 wydalania CO, oraz nielotnych jonéw wodorowych nawet niewielkie zabu-
rzenia bilansu moga pociagac za soba gwattowne zmiany stanu rownowagi kwa-
sowo-zasadowej. Czynnikami tagodzacymi te zaburzenia jest buforowanie ze-
wnatrzkomérkowe oraz wewnatrzkomorkowe, w ktorym istotng rolg odgrywa
metabolizm komoérkowy (ryc. 5.1).

Utrzymanie wzglednie stalego poziomu jonow wodorowych w ptynach
ustrojowych jest mozliwe dzigki:

e istnieniu uktadéow buforowych — bufory krwi i bufory wewnatrzkomorkowe,

e dostosowaniu wydalania CO, przez ptuca do jego produkcji — regulacja od-
dechowa gospodarki kwasowo zasadowej,

e dostosowaniu wydalania nielotnych jonow wodorowych z moczem do ich
produkcji - regulacja nieoddechowa (metaboliczna) gospodarki kwasowo
zasadowej.
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Tabela 5.1. Szacunkowy bilans kwaséw u osoby dorostej w stanie spoczynku

Kwas Droga syntezy Droga eliminacji
mmole/24 godz. mmole/24 godz.
CO, Oddychanie 20.000 Phuca 20.000
tkankowe
Kwas mlekowy | Glikoliza 1.300 Glukoneogenza 1.300
Utlenianie
Wolne  kwasy | Lipoliza 600 Reestryfikacja 600
thuszczowe Utlenianie
Ketokwasy Ketogeneza 400 Utlenianie 400
H" (HCI) Synteza mocznika 1.100 Utlenianie aminokwaséw 1.100
Osteogeneza™ Wydalanie z moczem
H3;PO, Defosforylacje >100.000 Refosforylacje >100.000
Wydalanie z moczem 50
H,SO4 Aminokwasy siarkowe 40 Wydalanie z moczem 40

*Szczegoblnie intensywna u dzieci. Synteza netto nielotnych kwaséw u 0s6b dorostych
wynosi okoto 1 mmola/kg wagi/24 godz. *U niemowlat wzrost kos$ci powoduje wigksza
syntezg¢ netto jonéw wodorowych siggajaca 2 mmoli/’kg wagi/24 godz. Ta ilo$¢ nielot-
nych kwaséw musi by¢ wydalona przez nerki. Stanowi ona <0.1% catkowitego obrotu
metabolicznego nielotnych kwasow (ttusty druk, podkreslony). Natomiast niemal 100%
syntetyzowanego CO, jest wydalane przez ptuca.

Produkcja
co, iH'

Buforowanie

karwi

Przemiany
komédrkowe

Buforowanie -
komoérkowe

Ryc. 5.1 Homeostaza jonéw wodorowych
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5.1. Uklady buforowe organizmu

Kluczowa role w homeostazie kwasowo-zasadowe] odgrywa krew. Dzieje

si¢ to z dwoch powodow:

e we krwi znajduja si¢ bufory w stezeniach istotnych dla stabilizacji st¢ze-
nia jonéw wodorowych, z ktoérych najwazniejszy jest bufor wodorowg-
glanowy;

e krew kontaktuje tkanki produkujace CO, i H" z narzadami odpowie-
dzialnymi za wydalanie tych metabolitéw (nerki i ptuca) (ryc.5.1).

Podstawowa cecha buforu jest jego zdolno$¢ do tagodzenia zmian stgzenia

jonu wodorowego w roztworach wodnych. Jest ona determinowana wtasciwo-
sciami wchodzacego w jego sktad stabego kwasu. Kwas ten tylko czg¢sciowo
dysocjuje na jon wodorowy oraz pochodny anion, ktéry z kolei ma zdolnos¢
wigzania jonu wodorowego. Anion taki jest wigc zasada.

Chemicznie mozna opisa¢ bufor jako wodny roztwor stabego kwasu i sprze-

zonej z nim zasady, w ktorym st¢zenia tych sktadnikéw przy danym pH zdeter-
minowane sa wartoscia statej dysocjacji (K) stabego kwasu.

K
[Staby kwas] &—— [Anion-] + [H'] @)

5.1.1. Pojemnosé¢ buforowa

Pojemnos¢ buforowa jest to zdolno$¢ do przeciwdziatania zmianom pH roz-
tworu, w ktorym znajduje si¢ bufor. Bufory r6znia si¢ od siebie zdolnoscia do
przeciwdziatania zmianom pH, a wigc roéznia si¢ pojemnoscia buforowa. Pod-
stawowymi czynnikami wptywajacymi na pojemno$¢ buforowa buforu sa jego
stezenie oraz pH (ryc.5.2). Przy pH buforu rownym jego statej dysocjacji (pK)
stosunek stezen kwasu do pochodnego anionu wynosi 1:1. Dlatego przy danym
stezeniu buforu jego pojemno$¢ buforowa jest w tych warunkach najwigksza.
Bufor traci zdolnos$¢ buforowania, gdy réznica migdzy aktualnym pH roztworu i
pK jest wigksza od 1. W przestrzeni wewnatrzkomorkowej, w ktorej pH wynosi
okoto 7.0-7.1, gtéwnym buforem jest bufor fosforanowy H,PO,/HPO,”, ktorego
pK jest rowne 6.8. Jego stezenie w PWK wynosi okoto 100 mM (migénie). Z
kolei w przestrzeni pozakomorkowej przy fizjologicznym pH 7.4, stgzenie bufo-
ru fosforanowego jest kilkadziesiat razy mniejsze - okoto 1.0-1.5 mmol/L i nie
ma istotnego znaczenie dla pojemnos$ci buforowej krwi (ryc. 5.2).

5.1.2. Bufor wodoroweglanowy
Najwazniejszym ukladem buforowym ustroju jest bufor wodoroweglano-

wy. Znajduje si¢ on gldwnie w PPK. Sktadnikami tego buforu sa kwas weglowy
— H,CO; oraz jony wodorowgglanowe — HCOs5'.
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HCI 10 mmol/]
Bufor Bufor Bufor
”]ﬂ Fosforamowy Fosforamowy Fosforamowy
pH 7,4 pH 7.4 pH 7.4
5 mumnol/L 25 mmol/L 60 manol /1.

pH~2,0 pH~3,0 pH - 6,6 pH-7,0

Ryc. 5.2. Pojemno$¢ buforowa w buforach nielotnych

Przy prawidtowym pH PPK réwnym 7.4 stosunek [HCO;]/[CO,] wynosi 20:1.
Jest wigc poza nominalnym zakresem buforowania. Jednakze unikalne wtasci-
wosci tego buforu zwiazane sa z faktem, ze kwas weglowy ulega spontanicznej
dehydratacji do CO,. Reakcja ta jest przyspieszana wielokrotnie przez obecny w
tkankach enzym anhydrazg weglanowa. Reakcja uwodnienia CO,, - odwodnie-
nia H,CO; jest odwracalna i w stanie rownowagi chemicznej przesunigta w kie-
runku CO,. Stosunek stezen [CO,] / [H,CO;] wynosi 800 :1. Dzigki anhydrazie
weglanowe) te dwie postacie dwutlenku wegla tworza funkcjonalng jednosc.
CO, swobodnie dyfunduje przez $ciang pgcherzykow plucnych pomigdzy krwig
a powietrzem pegcherzykowym. Gdyby jednak sktad fazy gazowej w pecherzy-
kach byl zblizony do powietrza atmosferycznego, w ktorym cis$nienie parcjalne
CO,, wynosi ok. 0,23 mmHg, to bezposredni z nig kontakt krwi powodowalby
catkowitg utrate CO, i H,COs z krwi. W takich warunkach uktad buforu wodo-
roweglanowego przestalby istnie¢. Jednakze w atmosferze pecherzykéw phuc-
nych ci$nienie parcjalne CO, wynosi 40 mmHg i jest znacznie wyzsze niz w
powietrzu atmosferycznym ($luza gazowa) (ryc. 5.3). Umozliwia to funkcjono-
wanie buforu wodoroweglanowego w ustroju. Wobec istnienia ciagltej wymiany
miedzy CO, krwi i powietrzem pecherzykow plucnych uktad buforu wodorowe-
glanowego jest ukladem otwartym.
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Unikalne wlasciwos$ci i funkcjonowanie buforu wodoroweglanowego wynikaja
wiec z:

e mozliwosci swobodnej dyfuzji CO, pomigdzy krwia, a powietrzem peg-

cherzykowym
Powictrze
pl; - 159mmHg
pCO, - 0,23 mmHg
Powictrze
pecherzykowe
pl; -100mmilg
pCOy ~ 40 mmig
Krew tgtnicra
pl; - 1{;mmilfl_q pd; =95 mmilg
pL0y - 46 mmHg pC0y - 40 mmHg
—_—

Ryc. 5.3 Sluza gazowa w pecherzykach ptucnych

e istnienia przestrzeni gazowej w pecherzykach ptucnych o wzglednie wyso-
kiej i regulowanej zawartosci CO,,

e natychmiastowego uwodnienia CO, lub odwodnienia H,COs przez anhydra-
z¢ weglanowa.

Wymienione wyzej wlasciwosci upraszczaja znacznie matematyczna formu-
¢ réwnania Hendersona—Hasselbalcha dla buforu wodoroweglanowego.

[HCO5"]

pH = pK + log —
[H,CO51] 2)

gdzie pK = - log statej dysocjacji pK H,COs;=6,1
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Réwnanie to mozemy uprosci¢ do proporcji:
[HCO;, ]
pH~r ———- 3)

gdzie a = Wspotczynnik rozpuszczalnosci CO, w osoczu (w temperaturze 37°C
wynoszacy 0,03 mmol/L/mmHg).

Wynika z niego, ze pH buforu jest wprost proporcjonalne do [ HCOs ] i od-
wrotnie proporcjonalne do a x pCO,. Istnienie §luzy gazowej o kontrolowanej
zawarto$ci CO, znacznie zwigksza pojemno$¢ buforu wodoroweglanowego (ryc.
5.4). Maksymalne efekty buforujace uzyskuje si¢ wtedy gdy zawartos¢ CO, w
pecherzykach ptucnych ,,dopasowuje” si¢ do stgzenia komponenty zasadowej
buforu we krwi, tzn. do stezenia HCOjs'. (1 vice versa). Dzigki temu dochodzi do
aktywnego przeciwdziatania zmianom pH. Zjawisko to nosi nazw¢ kompensacji.
Znaczenie CO, jako lotnej komponenty uktadu buforowego demonstruje przy-
ktad (ryc. 5.4).

HCT WY momalL

- Smon

’ :

Iy T

PO -2 pH-"A" pH-".29

Uklad zamakuigry Uklad otw arty Tklad orw arty,
Kowmp win s iy

A B C

Ryc. 5.4. Bufor wodorowgglanowy w: A. uktadzie zamknigtym; B. uktadzie otwartym;
C. otwartym, kompensowanym

Silny kwas (np. HCI) dysocjuje w sposob catkowity 1 w zwiazku z tym istot-
nie obniza pH roztworu. Jony wodorowe powstale w wyniku dysocjacji silnego
kwasu w roztworze buforu wodorowegglanowego sa zobojgtniane przez jony
HCOj". Powoduje to spadek stgzenia HCO;™ (zasad buforowych) z jednoczesnym
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powstaniem réwnowaznych ilosci H,CO; Kwas weglowy ulega z kolei natych-
miastowej dehydratacji tworzac wodg i CO,. Ten ostatni ulega wydaleniu przez
pluca zapobiegajac wzrostowi pCO; (ryc. 5.4B)

HC] s H* + CI- (4)

H* + HCO,” 4= H,CO, y=# C0, + H,0 (5
1 800

Zgodnie z rownaniem Hendersona-Hasselbalcha, pH buforu wodorowegla-
nowego zalezy od stosunku stezen HCO;  do CO,. Pojemnos$¢ buforu wodoro-
weglanowego jest najwigksza kiedy funkcjonuje on w uktadzie otwartym (kiedy
wzrost H,CO; powstajacego w wyniku buforowania mocnego kwasu nie dopro-
wadza do wzrostu preznos$ci CO,) (ryc. 5.4B) oraz kompensowanym (kiedy
preznos¢ CO, moze by¢ w sposob aktywny regulowana niwelujac zmiany pH
buforu ) (ryc. 5.4C).

5.1.3. Zasady buforowe krwi

Bufor wodoroweglanowy jest najwazniejszym, ale nie jedynym uktadem bu-
forowym krwi. Wprawdzie cata regulacja stanu gospodarki kwasowo- zasadowe]
odbywa si¢ poprzez zmiany stg¢zenia sktadnikow tego wtasnie buforu, ale zabez-
piecza on netto nieco ponad potowe (52%) pojemnosci buforowej krwi. Pozosta-
e bufory, to bufor hemoglobinianowy (ok. 35%), bufor biatlczanowy (ok. 8%)
oraz fosforanowy (ok. 5% pojemnosci buforowej). Bufory te zaliczane sa do
buforow zamknigtych. Ich stezenia nie dostosowuja si¢ bowiem w sposob ak-
tywny do stanu gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju (ryc. 5.5). Niemniej
dzigki wspotdziataniu z buforem wodorowgglanowym tworza uktad, w ktéorym
komponenta kwasowa moze podlega¢ regulacji. Prawidtowy zasob zasad bufo-
rowych krwi wynosi 48 mEq/L.

Ze wzgledu na istotny udzial anionéw buforéw nielotnych w homeostazie

jonu wodorowego, nalezy uwzgledni¢ ich obecno$¢ w proporcji opisujacej stan
gospodarki kwasowo-zasadowe;j:

[HCOz] + [Hb™] + [Biatka ] + [HPO,2] (8)

PH g =

[a x pCO,]

Licznik tego réwnania jest suma stezen komponent zasadowych wszystkich
uktadéw buforowych i nosi nazwe zasad buforowych — ZB (buffer base — BB).
Biorac pod uwageg ogromna produkcje, jak i wydalanie CO,, o wielkosci mia-
nownika decyduje w praktyce wartos¢ pCO,.
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Bufory nicwodorowgglanowe
{Bufory nielotne )

Bufor wodoroweglanowy

{ Bufor lotny |

Hemoglobinianowy

()

[Hoo, )
_r [Hb-H |
ax pCiy,
Biatczanowy
| Biztka |
| Biabla H |
Fosforanowy
|HPo, *)
[P0, |

Ryc. 5.5. Uktady buforowe krwi

Istotna cecha charakteryzujaca parametr ZB jest fakt, ze stgzenie zasad bufo-
rowych praktycznie nie zalezy od zmian pCO,. Stgzenie wodoroweglanow
zmienia si¢ proporcjonalnie do zmian prg¢znosci CO,, a buforow nielotnych od-
wrotnie proporcjonalnie do zmian pr¢znosci CO,. Stezenie ZB okresla wige stan
tej komponenty rownowagi kwasowo-zasadowej, ktora nie jest zwigzana z funk-
cjami oddechowymi (komponenta nie oddechowa = metaboliczna).

Dlatego uwagi stan gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju mozna opisac
uproszczong proporcja:

[8] 7)
PH i ————
T Japco,]

W proporcji tej ZB okreslaja komponente nie oddechowa (metaboliczna), a
preznos¢ CO, okresla komponente oddechowa tego ztozonego uktadu buforo-
wego.

5.1.4. Zasady buforowe plynu srodmiqiszowego

W plynie §rodmigzszowym, stezenie zasad buforowych jest nizsze ze wzgle-
du na nieobecno$¢ buforu hemoglobinianowego i niskie st¢zenie biatek i wynosi
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ono okoto 30 mEq/L. Calkowity zasob zasad buforowych w PPK (krew + ptyn
$rédmiazszowy) wynosi okoto 550 mEq.

5.1.5. Zasady buforowe przestrzeni wewngqtrzkomorkowej

Glownymi zasadami buforowymi PWK sa fosforany i bialczany. Stgzenie
jonéw wodorowych w cytoplazmie jest wyzsze niz w PPK i pH wynosi okoto
7.0. Natomiast pH wewnatrz mitochondriow, siateczki srodplazmatycznej i jadra
komorkowego jest wyzsze niz w cytoplazmie: 7.0-7.4. Pojemno$¢ buforowa
PPK stanowi okoto 50% catkowitej pojemnos$ci buforowej organizmu cztowieka
wynoszacej 2100 mEq.

5.2. Dzialanie buforow w organizmie
5.2.1. Buforowanie kwasow nielotnych

Z powyzszych zaleznosci wynika, ze stan gospodarki kwasowo-zasadowe;j
ustroju mozna okre$li¢ na podstawie trzech parametrow: pH krwi, pCO, oraz
7B krwi.

Prostym matematycznym odzwierciedleniem réznic pomiedzy aktualnym
stezeniem zasad buforowych (ZB), a naleznym (referencyjnym) stezeniem zasad
buforowych (NZB) jest parametr nazywany nadmiarem (niedoborem) zasad
(NZ) Base Excess (BE) (ryc. 5.6).

Wartos¢ NZ daje lekarzowi bezposredni wglad w zmiany stezenia zasad bu-
forowych krwi. Pozwala on oceni¢ czy w organizmie istnieje nadmierna akumu-
lacja czy utrata netto nielotnych kwasow. Parametr ten moze by¢ podstawa do
obliczen ilosci podawanych pacjentowi wodorowgglanow — w razie zaistnienia
takiej koniecznosci.

Zwigkszenie zasobu zasad buforowych (>+2.5 mEq/L NZ) powoduje wzrost
pH krwi —zasadowicg metaboliczna, a ich spadek (<-2.5 mEq/L NZ) obnizenie
pH krwi — kwasicg metaboliczna (ryc. 5.7).
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Nicdobor zasad 5 NZB Nadmiar zasad

25 0 5 +7

L]

41 455 48 505 55

qu." L

ZB

Ryc. 5.6. Nadmiar i niedobor zasad jako wynik buforowania nadmiaru Iub niedoboru
kwasow nielotnych

7,50
745
pH
7,40
7,35
7,30 PCO;,
[NZ]
ps ————
|axpCly |

Ryc. 5.7. Zaleznosci migdzy parametrami krwi w niekompensowanych zaburzeniach
metabolicznych gospodarki kwasowo zasadowej
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5.2.2. Buforowanie CO,

Nastepstwem ostrego wzrostu pCO, jest zwigkszenie stgzenia H,COs 1 jego
natychmiastowa dysocjacja do jonéw H" i HCO5". Jony wodorowe sa buforowa-
ne gtownie przez aniony hemoglobinianowe i inne bufory nielotne. Tak wigc,
wzrostowi ilosci HCO;™ towarzyszy rownowazny spadek ilosci buforow nielot-
nych. W efekcie ogdlny zasob zasad buforowych (ZB) pozostaje niezmieniony.
Przyjmuje sig, ze wzrostowi pCO, o 10 mmol/L towarzyszy wzrost HCO; o
okoto 1 mmol/L (ryc. 5.8).

W przypadku ostrego spadku pCO, zmiany stezen buforéw nielotnych i
HCOj; odbywaja si¢ w odwrotnym kierunku.

Heoy | oo, - TH,00, -5 Thes Tuco, — HCO

TH + BUF- -3 THI.IIF—II

BUF
GBUF) o | BUF

Ryc.5.8. Buforowanie CO, (BUF", aniony buforéw nielotnych; BUF=H, kwasy buforéw
nielotnych; ZB, zasady buforowe)

5.2.3. Buforowanie komorkowe

System buforowy krwi wspomagany jest buforowaniem komoérkowym.
Gloéwnymi buforami w tym przedziale sa bufor fosforanowy i bialczanowy. Na-
lezy rowniez pamigta¢, ze komorki sa zaroéwno zrodlem, jak i akceptorem CO,
oraz nielotnych jonow wodorowych pod postacia kwasow- fosforanowego, siar-
kowego, mlekowego, ketokwasow, aminokwasow itp.

Zawarto$¢ nielotnych kwasow i pochodnych aniondéw jest w przyblizeniu
odzwierciedlana przez luke anionowa (aniony zalegajace, residual anions, anion
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gap). Warto$¢ ta wylicza si¢ z réznicy pomigdzy stezeniem w surowicy sodu, a
suma stezen chlorkow i wodorowegglandw.

LA = [Na"] - ([CI'] + [HCO5']) ®)

Transport jonu wodorowego H' przez blony plazmatyczne jest zwiazany z
przesunieciem na zewnatrz kationu potasowego (K"), ktory jest gtownym katio-
nem przestrzeni wewnatrzkomorkowej (ryc. 5.9).

Przyrost warto$ci LA spowodowany moze by¢ zarowno zwigkszonym wy-
twarzaniem anionow zalegajacych, jak rowniez zmniejszonym ich wydalaniem
(np. kwasica azotowa). Jednoczesnie komorki moga by¢ akceptorem jonow
wodorowych. Sa one tam wiazane zarowno przez wewnatrzkomorkowe uktady
buforowe (fosforanowe, bialczanowe), jak 1 zuzywane w procesie metabolizmu
w zwiazkach nie dysocjujacych (np. glukoneogeneza).

Nie jest znany specyficzny wymieniacz H' <> K'(ryc. 5.9). Stezenie jonu
potasowego we krwi jest posrednim wskaznikiem wielkosci buforowania ko-
moérkowego.

Anion- —» LAT

' 1

| ]

\ / " -
~ > / > €O,

-  Bufory
¢ ¥ &
i |
L
WGk L,

Ryc. 5.9. Buforowanie komoérkowe



114 Andrzej Szutowicz

Ocena kalemii jako wskaznika buforowania komoérkowego musi zawsze
uwzglednia¢ inne czynniki wptywajace na poziom potasu. Nalezy pamigtac, ze
stezenie potasu w osoczu zalezy od wydajnosci wydalniczej nerek dla tego jonu
oraz utraty go innymi drogami np. z katem biegunkowym (patrz rozdz.6).

5.3. Regulacja gospodarki kwasowo-zasadowej

Utrzymanie rownowagi kwasowo-zasadowej ustroju zalezy z jednej strony
od wytwarzania ogromnych iloéci CO, (ok. 20 mol/dobe) i H (ponad 100 moli
brutto, a z drugiej strony od réwnoczesnego ich ponownego, odpowiedniego
ilosciowo wydalania i zuzycia (tab. 5.1). CO, i H' sa produktami podstawowych
procesoOw metabolicznych. Dlatego nie istnieja systemowe mechanizmy regulu-
jace gospodarke kwasowo-zasadowej ustroju na tym etapie. Wszystkie mechani-
zmy regulujace gospodarke kwasowo-zasadowa sa wigc skoncentrowane na
etapach wydalania CO, i H"

5.3.1. Regulacja wydalania CO;

Proces ten komplikuje fakt, ze ptuca spetniaja rowniez zasadnicza rolg w re-
gulacji podazy tlenu — podstawowego substratu do utleniania komorkowego
stuzacego syntezie zwiazkow wysokoenergetycznych. Regulacja ta odbywa sig
poprzez uktady receptorow, ktorych impulsy, sa synchronizowane i przetwarza-
ne przez osrodek oddechowy. Decyduja one (w ograniczonym zakresie) o wiel-
kosci wydalania CO, i podazy O,. Pierwszy z tych uktadow stanowia komorki
receptorowe w zatoce tetnicy szyjnej i tuku aorty (receptory obwodowe), Sa one
wrazliwe na obnizong zawarto$¢ tlenu we krwi. Drugi osrodek zlokalizowany
jest w rdzeniu przedhuzonym (receptory centralne) i reaguje w gldwnej mierze
na wzrost stezenia H™ w plynie mézgowo- rdzeniowym wynikajacy ze wzrostu
pCO,. Trzeci uktad znajduje si¢ w Scianie klatki piersiowej i przeponie (mecha-
noreceptory ptuc). Przesyta on swoje impulsy za posrednictwem nerwu bl¢dnego
do osrodka oddechowego. Zadaniem tego systemu jest optymalizacja pracy mig-
$ni oddechowych (automatyczna regulacja wdechu i wydechu), a nie pierwotna
regulacja gospodarki CO; i O,.

5.3.2. Regulacja gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju przez nerki

Regulacja gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju przez nerki podporzad-
kowana jest podstawowym fizjologicznym funkcjom nerek: filtracji kigbkowej
oraz transportowi kanalikowemu. Filtracja kigbkowa wynosi okoto 100 ml/min.
Dlatego tez jej nastgpstwem jest pojawienie si¢ w ptynie kanalika blizszego
(przesacz pierwotny) ogromnych ilosci elektrolitow, w tym wodorowegglanow i
innych zwiazkow drobnoczasteczkowych w stezeniach odpowiadajacych ich
poziomowi w osoczu. Dlatego zwiazki te musza ulec reabsorpcji zwrotnej. Ta
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zachowawcza funkcje spetnia glownie czg¢§¢ proksymalna nefronu. Polega ona
na aktywnej reabsorpcji kationu sodowego, ktorej towarzyszy transport zwrotny
anionow: aktywny - wodorowgglanow i bierny — chlorkow (ryc.5.10). Oznacza
to, ze przy wzglednie stabilnej resorpcji sodu, zmiany reabsorpcji wodorowegla-
néw pociagaja za soba przeciwstawne zmiany reabsorpcji chlorkow (ryc.5.10).

Natomiast jedna z podstawowych funkcji czgsci dystalnej nefronu jest wy-
produkowanie i transport do krwi wodoroweglanéw w ilosci zblizonej do wy-
tworzonych (netto) w ustroju nielotnych kwasow. Jest to mozliwe dzigki zdolno-
$ci tej czesci nefronu do sekrecji jonu wodorowego do $wiatta kanalika (ryc.
5.11). Proces ten jest czgSciowo zwigzany z aktywna, zalezna od aldosteronu,
reabsorpcja jonow sodowych i sekrecja jonow potasowych. Reabsorpcja 3 katio-
néw Na' jest zwigzana z sekrecja 1 jonu H' i 2 jonow K.

Drugim istotnym warunkiem wydalania jonéw H' jest obecno$é w moczu
odpowiadajacych im iloSci zasad - akceptorow jonu wodorowego. Sa to amoniak
oraz fosforany dwuzasadowe (ryc.5.11). Oznacza to, ze suma wydalanych jondéw
amonowych oraz fosforanow jednozasadowych (kwasno$¢ miareczkowa) od-
zwierciedla netto produkcje¢ nielotnych kwasow przez ustroj. W moczu o pH ok.
6 dwie trzecie jondéw wodorowych wydalane jest w postaci NH,", a 1/3 jako
kwasno$¢ miareczkowa.

Swiatin kanalika Kanalik blifszy Krew

Ryc. 5.10 Reabsorpcja zwrotna HCO;™ w kanaliku blizszym (proksymalnym)
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. Kanalik dystalny
Swiatlo kanalika Krew

T 1.II1. .‘1I-.‘i.-.‘i.-.‘il-ri'-.‘ll-.‘lli-l.-.‘ll- 1

HPO, G it

+1— NH,

HCO,

MNH,*
H,POy

Ryc. 5.11. Wydalanie jonéw wodorowych nielotnych w kanaliku dalszym (dystalnym)

W moczu o pH obojetnym catos¢ jonéw H' jest wydalana w postaci NH,"
(ryc. 5.11) przy jednoczesnej utracie okoto 20 mmol HCO;™ w litrze. Opisane
funkcje cze$ci dystalnej nefronu podlegaja regulacji 1 sa w znacznej mierze uza-
leznione od stanu gospodarki kwasowo-zasadowej i wodno-elektrolitowej (patrz
rozdz. 6).

5.4. Laboratoryjna ocena zaburzen gospodarki kwasowo-zasadowej

Laboratoryjna oceng stanu gospodarki (réwnowagi) kwasowo-zasadowej
(RKZ) ustroju dokonuje si¢ w oparciu o wyniki oznaczen we krwi pH, zasad
buforowych ZB, wyrazonych jako NZ, oraz prgznosci dwutlenku wegla (pCO, ),
zgodnie z opisana wczesniej proporcja:

ZB (NZ) (9)
PH pi® —————
o x pCo,

Istotnym uzupelnieniem badania jest kazdorazowe oznaczanie zawartosci
tlenu we krwi (pO,) i wysycenia hemoglobiny tlenem (HbO,).
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5.4.1. Ogdlne zasady pobierania krwi do badania RKZ

Oceny stanu gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju dokonuje si¢ w oparciu

o analize krwi pelnej. Jednak przeniesienie warunkéw in vivo do pomiardw w

warunkach in vitro niesie za sobg szereg problemow, z ktérych najwazniejsze to:

e pobrana krew powinna odzwierciedla¢ warunki panujace we krwi wyptywa-
jacej z ptuc (krew tetnicza);

e ze wzgledu na niska zawarto$¢ CO, w powietrzu atmosferycznym wynaczy-
niona krew nie moze mie¢ z nim kontaktu (anaerobowe warunki pobiera-
nia);

e zpowodu glikolizy zachodzacej w komorkach krwi pobrana probka powinna
by¢ natychmiast schlodzona i szybko dostarczona do laboratorium;

e poniewaz temperatura ma istotny wplyw na pomiar pH i pCO, krwi, samo
oznaczenie powinno by¢ wykonane w temperaturze ciala pacjenta.

Metody pobierania krwi do oceny rownowagi kwasowo — zasadowej:
Zalecana metoda pobierania krwi jest:

e pobranie krwi z duzego nieucisni¢tego naczynia tetniczego np. tetnicy pro-
mieniowej, udowej, szyjnej igla atraumatyczng do firmowej gazoszczelnej
strzykawki, zawierajacej heparyne (5-10 U/ml);

e dostarczenie szczelnie zamknigtej strzykawki w tazni lodowej w ciagu jednej
godziny.

Dopuszczalnym sposobem pobrania krwi jest:

e pobranie z rozszerzonych naczyn wtosowatych — ciepta opuszka palca, pta-
tek uszny, pigta (niemowlgta) do heparynizowanej kapilary o pojemnosci
50-200 ul;

e dostarczenie szczelnie zamknigtej kapilary w temperaturze pokojowej w
ciagu 30 minut.

5.4.2. Bledy przy oznaczaniu parametrow RKZ

Okoto 60% bledoéw stanowia btedy przedanalityczne, do ktorych naleza: pe-
cherzyki powietrza w kapilarze do pobierania krwi, nieszczelne zamknigcie ka-
pilar, skrzep, rozcienczenie antykoagulantem, zbyt mata objgtos¢ probki, zbyt
dlugi czas migdzy pobraniem a pomiarem, przechowywanie probki nie schlo-
dzonej. Przyczyny bledow analitycznych (wewnatrz laboratoryjnych) to: bledy
kalibracji, niestabilno$¢ temperatury w komorze pomiarowej, zanieczyszczenie
elektrody pomiarowej (osady bialek), nieprawidtowy material biologiczny, zabu-
rzenie przeplywu w torze pomiarowym (skrzepy).
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5.4.3. Wartosci referencyjne dla parametrow RKZ krwi

Tabela 5.2. Wartosci referencyjne parametrow RKZ krwi

Parametr - krew tetnicza Zakres wartosci referencyjnych
pH 7.37-7.43
pCOz (mmHg) 35-45
NZ (mmol/L) 0+25
pOz (mmHg) 71 - 104
HbOssat. (%) 92 -96

Istotnym wzbogaceniem mozliwosci diagnostycznych w réznicowaniu zabu-
rzen RKZ sa badania pomocnicze, z ktorych najwazniejsze to: elektrolity we
krwi, pH moczu oraz wydalanie jonu wodorowego z moczem, testy czynno-
sciowe (respirometria, test zakwaszenia moczu itp.), badania dodatkowe np.
stezenie glukozy, mocznika, kwasu mlekowego itp.(tab. 5.3).

Tabela 5.3. Wartosci referencyjne parametréw pomocniczych w ocenie zaburzen RKZ.

Material biologicz- | Parametr Zakres wartosci referencyjnych
ny
Potas 3.5-5.0 mmol/L
Surowica Chlorki 97 - 108 mmol/L
Luka Anionowa 8 - 16 mmol/L
pH 45 - 8.0
Mocz Wydalanie H" 30 - 80 mmol/L
NH," 30 - 50 mmol/L
Kwasno$¢ miareczkowa |10 - 30 mmol/L
HCOy <1 mmol/L

5.4.4. Zasady interpretacji wynikow badania RKZ

Interpretacja wyniku powinna by¢ przeprowadzana w trzech etapach:

e Ocena warto$ci pH — kwasica czy zasadowica;

e Okreslenie przyczyny prowadzacej do obserwowanej zmiany pH — me-
taboliczna czy oddechowa;

e (Czy zostaly uruchomione mechanizmy kompensacyjne? — zaburzenie
nieskompensowane (niewyréwnane), cze¢$ciowo skompensowane (cze-
sciowo wyrownane), skompensowane (wyréwnane).
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Ocena stanu gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju jest bardzo utrudniona
w przypadku:

e mieszanych zaburzen gospodarki kwasowo-zasadowej ustroju,

e zaburzen w pelni skompensowanych, w ktorych pH znajduje si¢ w za-

kresie wartosci referencyjnych.

Analiza laboratoryjna jest badaniem pomocniczym. Pelng diagnostyke zabu-
rzen kwasowo- zasadowych mozna przeprowadzi¢ tylko w oparciu o stan kli-
niczny pacjenta.

5.5. Diagnostyka laboratoryjna zaburzen réwnowagi
kwasowo-zasadowej

5.5.1. Etap I: ocena pH krwi
Pierwszym etapem w okresleniu rodzaju zaburzenia RKZ jest ocena pH

wzgledem wartosci referencyjnych. Wartos¢ pH ponizej 7.37 $wiadczy o kwasi-
cy, a warto$¢ pH powyzej 7.43 o zasadowicy (ryc.5.12).

7,37 - 7,43

4

Fizjologia 2?7

Kwasica

I Zasadowica

Ryc. 5.12. Ocena pH krwi
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5.5.2. Etap II: okreslenie pierwotnej przyczyny zaburzenia

IF‘CGI NZ 7 ]DCOZJ, INZ"
o
- .JVL " T &
1 \a NZ
l pH ~INE tMeluhn]icxnu | T pH ~
pCO, 9 pCoO;
S i S
3 r" )
NZ _ NZ
I,PH & Oddechowa I T pH -
T pCO, pCO,
\ J \ y

Ryc. 5.13. Ocena pierwotnej przyczyny zaburzenia

Przyczyna kwasicy moze by¢ spadek NZ (kwasica metaboliczna) lub wzrost
pCO, (kwasica oddechowa), a przyczyna zasadowicy moze by¢ wzrost NZ (za-
sadowica metaboliczna, lub spadek pCO, (zasadowica oddechowa).

5.5.3. Etap Il : ocena kompensacji zaburzen metabolicznych

Przejawem wyrownywania zaburzen metabolicznych jest kompensacja od-
dechowa. Jej laboratoryjnym wskaznikiem sa zmiany pCO, zgodne z kierun-
kiem zmian NZ (ryc. 5.14).

Tak wigc, w kwasicy metabolicznej przejawem kompensacji bedzie spadek
pCO,, a w zasadowicy metabolicznej — wzrost pCO,. Zaburzenia metaboliczne,
w ktorych nie dochodzi do kompesacyjnych zmian pCO, okresla si¢ jako niewy-
rownane (ryc. 5.14). Kompensacja oddechowa nastgpuje rownoczes$nie z rozwo-
jem zaburzen metabolicznych. Niewystepowanie kompensacji, szczegolnie kwa-
sic metabolicznych wskazuje na wspotistnienie zaburzen funkcjonowania uktadu
oddechowego. Pierwotnymi przyczynami kwasic metabolicznych sa: nadmierna
podaz badz uposledzenie wydalania jonow wodorowych, a zasadowic metabo-
licznych: nadmierna produkcja wodoroweglanéw Iub zwigkszona utrata jonow
wodorowych. Najczestsze przyczyny kliniczne tych zaburzen sa wymienione w
tabelach 5.4.15.5.
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Rwasica Zasadowica pH

metaboliczna y metaboliczna NZ

i r\}
1 pH B Niewyrownana T pH WTL
pCOo, 2 R pCO,
| S —
T T IS
l | pH ~ D CzeSciowo “pHW BE
pCO, wyréwnana pCO,
L A . /

Ryc. 5.14. Ocena kompensacji zaburzen metabolicznych gospodarki kwasowo — zasa-
dowej

5.5.4. Etap III: ocena kompensacji zaburzen oddechowych

Kwasica Zasadowica pH

oddechowa oddechowa pCO,

r - . k. I ~> E
il T ‘I‘ NZ
l pH~y——— Niewyréownana pPH~r——
pco l pco,
\ 2 R v
r e )
l ot ] A Czesciowo HPH Nl NZ
; pCoO, B dhai LB lpcoz )

Ryc. 5.15. Ocena kompensacji zaburzen oddechowych gospodarki kwasowo — zasado-
wej
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Przejawem wyréwnywania (kompensacji) zaburzen oddechowych jest kom-
pensacja metaboliczna poprzez zmiang wydalania jondow wodorowych przez
nerki. Laboratoryjnym wskaznikiem sa zmiany NZ, zgodnie z pierwotnymi
zmianami pCO,. Tak wigc w kwasicy oddechowej, przejawem kompensacji jest
przyrost NZ, w zasadowicy oddechowej — spadek stgzenia NZ. Zaburzenia, w
ktorych nie dochodzi do kompensacyjnych zmian NZ okreslamy jako niewy-
rownane (ryc. 5.15). Kompensacja metaboliczna zaburzen oddechowych rozwija
si¢ w przypadku kwasic w okresie 3-5 dni, a zasadowic 1 — 3 dni. Jest to czas
potrzebny dla adaptacji kanalikow nerkowych do wydalania odpowiednio wigk-
szych lub mniejszych ilosci jondw wodorowych. Najczestsze przyczyny klinicz-
ne oddechowych zaburzen RKZ przedstawiono w tabelach 5.6 1 5.7.

Tabela 5.4. Niektore przyczyny kwasic metabolicznych (nie-oddechowych)

Dominujaca nadmierna synteza kwaséw

Kwasica

Patologia

Kwasica ketonowa
B-hydroksymastowy
acetooctowy

Cukrzyca z ketonemia
Zatrucie alkoholem etylowym
Glodzenie

Kwasica mleczanowa

Hipoksja (Typ A)- wstrzas, cigzkie niedotlenienie,
nadmierny wysitek fizyczny.

Inne przyczyny (Typ B) — leki (biguanidy, sorbitol,
etanol, aspiryna, zej$cie cukrzycowej kwasicy ketono-
wej, cukrzycowa kwasica nieketonowa, wrodzone bloki
metaboliczne, miopatie metaboliczne, cigzkie choroby
watroby, niedobory tiaminy)

Dominujace uposledzenie wydalania kwasow

Kwasica nieorganiczna
HPO4”, H,S0,, kwas
Moczowy

Kwasica mocznicowa
Kwasica kanalikowa Typ 1 (dystalny)
Kwasica kanalikowa Typ 4 (hipoaldosteronizm)

Nadmierna podaz kwasow

Rozne

Przypadkowe lub zamierzone spozycie kwasow
Alkohol metylowy, glikol etylenowy itp.

Spozycie lub infuzja NH,Cl

Leczenie pozajelitowe aminokwasami kationowymi

Dominujaca utrata zasad

Utrata przez uktad po-
karmowy

Biegunki
Przetoki trzustkowe

Utrata przez nerki

Kwasica kanalikowa Typ 2 (proksymalny)
Leczenie inhibitorami anhydrazy weglanowej
Zespolenia moczowodowo-jelitowe
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Tabela 5.5. Niektore przyczyny zasadowic metabolicznych (nieoddechowych)

Odpowiadajace na chlorek sodu

Wymioty
Zotadkowo-jelitowe Drenaz zotadka
Wrodzona biegunka z utrata chlorkow

Wodoroweglan sodu
Nadmierna podaz zasad | Mleczan sodu, octan szczegdlnie przy obnizonej filtracji
kigbkowej

Leczenie stabo reabsorbujacymi si¢ anionami (np. karbe-
nicylina)

Diuretyki po hiperkapnii, szczegdlnie w zastoinowej nie-
domodze serca, zespole nerczycowym, marskos$ci watroby

Przyczyny nerkowe

Nie odpowiadajace na chlorek sodu

Pierwotny hiperaldosteronizm
Zwiazane z nadci$nie- Zesp6t Cushinga

niem Hiperaldosteronizm wtorny
Karbenoksolon, preparaty lukrecji

Zespo6t Barter i Gitelman
Zwykle nie zwiazane z Odzywianie po glodzeniu
nadci$nieniem Utrata potasu

Utrata magnezu

Tabela 5.6. Niektore przyczyny zasadowic oddechowych

Zamierzona hiperwentylacja
Nadmierna wentylacja mechaniczna
Hiperwentylacja odruchowa:
Obnizona podatno$¢ tkanki ptucne;j
Choroby $ciany klatki piersiowej
Poczatkowe utrudnienia pasazu powietrza w drogach oddechowych
Rézne pobudzenia osrodka oddechowego:
Korowe (bol, goraczka, emocje-histeria, strach)
Zmiany miejscowe (urazy, Nnowotwory)
Leki i toksyny(zatrucie salicylanami, niewydolno$¢ watroby, CO)
Hipoksemia (choroba wysokos$ciowa, przecieki miedzyprzedsionkowe i
migdzykomorowe)
Faza wychodzenia ze kwasicy metabolicznej
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Tabela 5.7. Niektore przyczyny kwasic oddechowych

Uszkodzenia funkcji osrodka oddechowego
Znieczulenie ogodlne

Zahamowanie o$rodka

Narkotyki
oddechowego Cigzka hipoksja
Choroby o$rodkowego | Uraz
uktadu nerwowego Udar

Uszkodzenia rdzenia krggowego

Zapalenie przednich rogdéw rdzenia (polyomyelitis)
Chorby neurologiczne | Zespot Gillain-Barre

Choroby neuronéw ruchowych

Neurotoksyny

Uszkodzenia funkcji oddechowych

Miastenia gravis (nuzliwo$¢ migsniowa pseudoporazna)
Miopatie

Mechaniczne Urazy i deformacje klatki piersiowej

Odma oplucnowa

Wysieki do jamy optucnej

Ograniczenie ruchomosci tkanki ptucnej (zwidknienie,
obrzek, nacieki nowotworowe)

Niedrozno$¢ oskrzeli (przewlekte zapalenia oskrzeli,
rozedma, cigzka astma)

Uposledzona perfuzja (rozlegta zatorowos$¢ ptucna)

Choroby phuc

5.5.5. Catkowita kompensacja zaburzen gospodarki kwasowo-
zasadowej

lpH"-' lh‘?.

NZ
— I[I” -
P

l pCo;

l _ pH = 737-7.43
M

pH ~
I py ?

Kwasica metabalicena l Zasadowica oddechowa I

Calkowicie wyrdawnana Catkowicie wyrdwnana

L

I Kwasica metaboliczna i masadowica sddechown i

Ryc. 5.16. Ocena catkowicie skompensowanych zaburzen gospodarki kwasowo-
zasadowej
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Wynik badania RKZ jest prawidtowy tylko wtedy, gdy wszystkie jego skta-
dowe sa w granicach warto$ci prawidtowych. W przypadku wyréwnania rozne-
go typu zaburzen pH jest, co prawda, prawidtowe jednak wartosci pozostatych
parametrow NZ (ZB), HCOs i pCO; znajduja si¢ poza zakresem wartosci refe-
rencyjnych. Natomiast stosunek stezen HCO;: a x CO, jest réwny okoto 20.
Ustalenie pierwotnej przyczyny zaburzenia RKZ na podstawie samego badania
parametréw laboratoryjnych nie jest mozliwe (ryc. 5.16.)

5.6. Przyklady zaburzen gospodarki kwasowo-zasadowej

Przyktad 1
[pH 7.30 [pCO> 60 mmHg [NZ (+) 1 mmol/l
Etap I | pH —»  KWASICA
Etap II ft pCO; —  » ODDECHOWA
Etap III NZ bez zmian —p» NIEWYROWNANA

Spadek zawartosci pH krwi okresla kwasice (Etap I), ktorej przyczyna jest
wzrost pCO, (kwasica oddechowa) (Etap II). Jednoczes$nie brak wzrostu stezenia
NZ wskazuje, ze zaburzenie jest nie wyrownane (kwasica oddechowa nie wy-
rownana) (Etap III).

Przykiad 2.

|pH 7.46 |pc02 51mmHg | NZ (+) 10mmol/L |

Etapl @pH ——5 ZASADOWICA

Etapll _©NZ ~—* METABOLICZNA
Etap III ﬂpCD,_" CZESCIOWO WYROWNANA

Wazrost wartosci pH okresla zasadowice (Etap 1), ktorej pierwotna przyczyna
jest wzrost stezenia NZ (zasadowica metaboliczna) (Etap II). Towarzyszy temu
kompensacyjny wzrost pCO, (zasadowica metaboliczna czeSciowo wyréwnana)
(Etap III).

5.6.1. Diagnostyka laboratoryjna zaburzen mieszanych

Badania laboratoryjne pozwalaja jedynie na okreslenie, ktore zaburzenie jest
procesem przewazajacym. O rozpoznaniu zaburzen mieszanych RKZ decyduje
badanie przedmiotowe i podmiotowe pacjenta, co wymaga migdzy innymi prze-
prowadzenia szeregu dodatkowych testow i badan laboratoryjnych. Jedynie w
mieszanej kwasicy metaboliczno - oddechowej i w zasadowicy metaboliczno —
oddechowej wynik badan laboratoryjnych jednoznacznie okresla charakter zabu-
rzenia.
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|pH 7.23 | pCO, 47 mmHg [NZ (-) 8 mmol/l
Etap [ | pH —p» KWASICA
Etap II f pCO, < | pH 5 ODDECHOWA
Etap III oraz
I NZ « | pH —__» METABOLICZNA

Spadek pH wskazuje na kwasice, ktorej przyczyna jest zarowno wzrost pCO, ,
jak 1 ubytek NZ. Jest to wigc kwasica metaboliczno - oddechowa.

Przyktad 4.

[pH 7.41; [pCO, 30 mmHg INZ (-) 4 mmol/l

Rozpoznanie:
Roéwnolegte obnizenie pCO, oraz NZ przy zachowanej prawidlowej wartosci
pH krwi wskazuje, ze moga to by¢:
e dwa wzajemnie kompensujace si¢ zaburzenia tj. kwasica metaboliczna z
zasadowica oddechowa;
e kwasica metaboliczna, czego przejawem jest spadek NZ, catkowicie
skompensowana spadkiem pCO,;
e zasadowica oddechowa, czego przejawem jest spadek pCO, catkowicie
skompensowany obnizeniem stgzenia NZ.

5.7. Regulacja preznosci tlenu we krwi

Tlen dyfunduje przez $ciang pgcherzykow ptucnych 20 razy wolniej niz
CO,. Jednoczesnie hipoksja jest najsilniejszym bodzcem stymulujacym osrodek
oddechowy i wentylacje ptuc poprzez pobudzenie specyficznych receptoréw
obwodowych w obrebie zatok tgtnic szyjnych i tuku aorty. W zwiazku z tym
hipoksja moze powodowac¢ hiperwentylacjg¢, a tym samym obnizenie pCO, i
zasadowice oddechowa. Choroby prowadzace do hipowentylacji zawsze prowa-
dza do hipoksji i hiperkapni. Z kolei choroby uposledzajace dyfuzj¢ prowadza
do hipoksji z hipokapnia.

W warunkach fizjologicznych tj. przy prawidtowym pH i normalnej prze-
puszczalno$ci $cian pecherzykow plucnych dla O,, 50% wysycenie Hb tlenem
nastgpuje przy pO, 27 mm Hg, a catkowite przy 75-80 mm Hg (ryc. 5.16A).
Przy zmianach pH krwi mamy do czynienia z tzw. efektem Bohra. Zjawisko to
polega na obnizeniu powinowactwa Hb do tlenu w kwasicach (spadek pH) i jego
wzroscie w zasadowicach (wzrost pH) (ryc. 5.16B). W efekcie w ostrych kwasi-
cach dochodzi z jednej strony do utrudnienia wiazania O, z Hb w ptucach (krew
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tetnicza ciemna, stabo utlenowana), z drugiej za$ z ulatwiona jego dysocjacja w
tkankach.

A B
Cignienie tlenu (Pos) ' Cignienle tlenu (Poa)
[kPa] [kPa]
65 133 A 133
'IIIIJH-I f— oo e ] 200
E TSR / 150 E 150
73] _ 9 i
5 2 5 3
= £
2 - 2
= = &
g 2 g ]
2 = = | =
B = 5 & { 80
o o 4l - 4 + = T 0% - -t H T . ' + 0
5 ] 5 i - 5 s t00
[mm Hg] s 4o oa [mm Hg]

Ryc. 5.16. A. Krzywa wysycenia Hb tlenem przy prawidlowym pH. B. Efekt Bohra:
wptyw pH na przebieg krzywej wysycenia Hb tlenem. Modulujacy wpltyw 2,3-
difosfoglicerynianu na powinowactwo Hb do tlenu

W ostrych zasadowicach O, wiaze si¢ dobrze z Hb w plucach, natomiast sta-
bo dyfunduje do tkanek (krew Zylna jest jasna, nadmiernie utlenowana). W efek-
cie tkanki moga by¢ niedotlenione pomimo dobrego utlenowania hemoglobiny
(ryc. 5.16B). Te niekorzystne efekty zmian pH krwi sa z pewnym opo6znieniem
kompensowane przez zmiany stgzenia 2,3-difosfoglicerynianu (2,3-DPG) w
erytrocytach. Zwiazek ten zmniejsza powinowactwo Hb do O,. Jego prawidlowe
stezenie w erytrocytach wynosi okoto 4 mmol/L. W przewlektych kwasicach
stezenie 2,3-DPG w erytrocytach obniza sig, a w przewlektych zasadowicach
wzrasta, przywracajac prawidtowe wiagzanie Hb z O,. (ryc. 5.16B). Podstawowe
rodzaje i mechanizmy niedotlenienia sg przedstawione w tabeli 5.8.
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5.7.1. Przyczyny hipoksji i zahamowania dostarczania tlenu do tkanek

Tabela 5.8. Czynniki powodujace hipoksj¢ uktadowa i tkankowa

Mechanizm Przyczyna Rodzaj hipoksji
Wdychany O, Niskie ci$nienie powietrza Hipoksemiczna
Pe¢cherzykowy O, Hipowentylacja I;Ill.poksemllczna z
iperkapnia
. Bloki dyfuzyjne w pgcherzy- | Hipoksemiczna z
Dyfuzja kach plucnych hipokapnia
Hipoksemiczna ze
0O, we krwi tgtniczej Przecieki tgtniczo-zylne zmiennym pCO,
Zdolno$¢ krwi do Lo . . .
ransportu O, Niski poziom hemoglobiny Zwiazana z anemig
Dostarczanie krwi do Obmzeme POJEINOset Wy= .
rzutowej serca, zwegzenia Zastoinowa
tkanek :
naczyn
Uposledzenie zuzycia . .
tlenu przez tkanki Trucizny metaboliczne Cytotoksyczna
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6. GOSPODARKA WODNO-ELEKTROLITOWA

Andrzej Szutowicy

Woda stanowi podstawowy pod wzgledem ilosciowym sktadnik ciata ludz-
kiego. Jest ona rozmieszczona w dwoch gtownych przestrzeniach wodnych —
wewnatrz i zewnatrzkomorkowej. Posiadane przez organizm mechanizmy ho-
meostazy wodno-elektrolitowej umozliwiaja utrzymanie stalych stezen jonow
oraz stalej objgtosci ptyndw ustrojowych. Objetos¢ wody w poszczegdlnych
przestrzeniach jest regulowana przez rézne mechanizmy fizjologiczne.

W stanach patologicznych (krwotok, obrzgki) zawarto§¢ wody w ustroju pa-
cjenta ulega zmniejszeniu lub zwigkszeniu — dochodzi do odwodnien lub prze-
wodnien. W rdznych patologiach wzgledne zmiany objgtosci wody w poszcze-
golnych przestrzeniach wodnych moga by¢ rézne. Dlatego z punktu widzenia
lekarza istotna jest odpowiedz na dwa podstawowe pytania:

e (Czy zmienila si¢ zawarto$¢ wody u ustroju pacjenta — czy jest on przewod-
niony czy odwodniony?

e (Czy zmienita si¢ dystrybucja wody pomigdzy przestrzenia zewnatrz i we-
wnatrzkomérkowa?

Odpowiedzi na pierwsze z tych pytan dostarcza dobrze zebrany wywiad i
prawidtlowo przeprowadzone badanie przedmiotowe. O przewodnieniu moga
$wiadczy¢ migdzy innymi obrzgki, wzrost ci$nienia, przyrost wagi itd. Nato-
miast na odwodnienie wskazuja: wyschnigte sluzowki, spadek wagi, utrata ela-
stycznosci skory, spadek ci$nienia, zaburzenie $wiadomosci itp. Badania labora-
toryjne nie sa bezwzglednie potrzebne do stwierdzenia tych faktow.

Badania laboratoryjne pozwalaja natomiast na ocen¢ dystrybucji wody po-
migdzy przestrzenia wewnatrz i zewnatrzkomoérkowa. Do tego celu niezbedne sa
wyniki pomiaru poziomu elektrolitow, glukozy, mocznika, osmolalno$ci, hema-

tokrytu.

6.1. Zawarto$¢ i dystrybucja wody w ustroju

Wzgledna zawartos¢ wody ustrojowej zalezy od wieku, plci i posiadanej
tkanki thuszczowej. Woda stanowi odpowiednio okoto 60% masy ciata (m.c.) nie
otytego mezczyzny i 55% u kobiety. U noworodkow zawarto$¢ wody wynosi
75% 1 zmniejsza si¢ do 65% w wieku 12 miesiecy. U o0sdb powyzej 60 roku
zycia zawarto$¢ wody ulega stopniowemu zmniejszeniu. Zalezne od wieku
zmniejszenie zawartosci wody w organizmie dotyczy wylacznie przestrzeni
mi¢dzykomorkowej. Mata zawarto$¢ wody w tkance tluszczowej powoduje, ze
ludzie otyli maja wzgledna zawarto$§¢ wody mniejsza niz ludzie szczupli. Kran-
cowe wartosci catkowitej zawartosci wody wahaja si¢ odpowiednio od 55 do
70% masy ciata (tab. 6.1).
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Tabela 6.1. Zawarto$¢ wody w przestrzeniach wodnych — zalezno$¢ od pici i wieku.

Przestrzenie wodne Noworodki Kobiety Mezczyzni
1. Catkowita woda ustroju 75 % 55% 60 %
2. Woda pozakomorkowa 35% 20 % 20 %
3. Woda wewnatrzkomorkowa 40 % 35% 40 %

W sktad tych przestrzeni wliczone sa przestrzenie wodne rézniace si¢ zawar-
tosciag wody i jonow:
o wewnatrzkomorkowej (PWK) - 40% m. ¢. - w tym: erytrocyty 2%
e zewnatrzkomérkowej (PPK)-20% m.c. - wtym:

osocze 5%
ptyn §rodmiazszowy, limfa
ptyn kosci 15 %

przestrzen trzecia

W sktad przestrzeni trzeciej wchodza: ptyn moézgowo rdzeniowy, pltyny
jamy otrzewnej, jamy optucnej, worka osierdziowego, stawow, przewodu po-
karmowego i mocz w pgcherzu moczowym.

6.1.1. Zawartos¢ elektrolitow w przestrzeniach wodnych

Rozmieszczenie 1 stezenie elektrolitdw w poszczegodlnych przestrzeniach
wodnych determinuja dwie podstawowe zasady: elektroobojetnosci i izoosmo-
lalno$ci. Roznice w rozmieszczeniu jondw wynikaja z przepuszczalno$ci i spe-
cyficznych wiasciwosci transportowych i metabolicznych rozdzielajacych je
bton biologicznych (ryc. 6.1).

Gltéwnymi jonami PPK sa kationy Na' oraz aniony CI" i HCO;'. Ich stezenia
w osoczu wynosza odpowiednio: 135-145, 90-102 i 22-26 mEq/L. Rozmiesz-
czenie tych jonéw w osoczu i pltynie migdzykomdrkowym nie jest rOwnomier-
ne. Staba przepuszczalno$¢ $rodbtonka naczyn wlosowatych dla czasteczek o
masie powyzej 40kD powoduje, ze stezenie biatek w osoczu (okoto 70+10g/L
~16 mEq/L) jest 3-4 razy wyzsze niz w plynie migdzykomorkowym (okoto 15-
20g/L) (ryc. 6.1). Wskutek wyzszego poziomu anionéw biatczanowych st¢zenia
anioné6w Cl" i HCO;  w osoczu sa nieco nizsze niz w plynie mi¢dzykomorko-
wym (rownowaga Donnana) (ryc. 6.1). Ten sam mechanizm powoduje, ze ste-
zenie chlorkow w ptynie mézgowo-rdzeniowym jest wyzsze niz w 0soczu.

W PWK gtéwnymi jonami sa kationy K™ (= 160 mEq/kg H,0) oraz aniony
biatczanowe (=65 mEq/kg H,0O) fosforanowe i kwasdéw organicznych (=100
mEq/kg H,O). W kazdej przestrzeni ptynowej sumy stezen kationow i aniondw,
wyrazone w mEq/L sa sobie rowne — zasada elektroobojetnosci (ryc. 6.1). Row-
niez st¢zenie wolnej wody po obu stronach bton komorkowych jest identyczne —
zasada izoosmolalno$ci. Tak wigc w organizmie nie ma roéznic migdzy cisnie-
niem osmotycznym w PPK i PWK.
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Ryec. 6.1 Stezenia elektrolitow w przestrzeniach wodnych organizmu cztowieka doroste-
go

6.2. Luka anionowa

Zgodnie z zasada elektroobojetnosci sumy stezen tadunkéw dodatnich i
ujemnych w kazdej przestrzeni wodnej sa sobie rowne. Roznica migdzy suma
stezen kationow i anionow Cl" i HCO;” w osoczu odpowiada tacznemu st¢zeniu
aniondéw zaliczanych do tzw. luki anionowej (LA). W skiad LA osocza wchodza
aniony bialczanowe (=16 mEq/L), kwaséw organicznych (=6 mEq/L), fosfora-
nowe (=2 mEq/L) oraz siarczanowe (=1 mEq/L) (ryc. 6.2).

Stezenie LA w osoczu oblicza si¢ z wzoru:

[LA] = { [Na"H+[K'J+{Ca® +[Mg"'] } — { [CI+[HCO; ] } (M
Warto$ci prawidtowe wynosza 20 - 28 mEq/L. LA jest wartoscia wyliczana.

Ze wzgleddéw technicznych mozna dokona¢ oceny tego wieloanionowego
parametru w sposob uproszczony:

[LA] = [Na'] - {[CI]+[HCO; T} 2)
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Wartosci prawidlowe przy tej metodzie wynosza 8 -16 mEqg/L. Nie odzwier-
ciedlaja one rzeczywistego st¢zenia LA, niemniej umozliwiaja oceng zmian tej
warto$ci w réznych stanach patologicznych. Lacznie z pomiarem [Cl] pozwala
ona na réznicowanie kwasic metabolicznych z utraty wodoroweglandw 1 akumu-
lacji nielotnych kwasow (rozdziat 5).Wartosci bezwzgledne tych zmian pozosta-
ja identyczne w obu metodach obliczeniowych.

Na* 140 mEq,/L

¢ Cl 102 mEqg/L
_..

i HCOsx 25 mEq/L

::{;H";l LA 24 mEq/L
R Ry | %

Ryc.6.2. Diagram Gamble’a

Zwigkszenie [LA] obserwuje si¢ w:

e kwasicach ketonowych (aniony B-hydroksymaslanowe i acetooctanowe),
kwasicach mleczanowych (aniony mleczanowe),
kwasicy mocznicowej (aniony fosforanowe, siarczanowe, moczanowe),
zatruciu salicylanami (salicylany),
zatruciu metanolem ( aniony mrowczanowe, mleczanowe),
zatruciu glikolem etylenowym (aniony glioksalanowe, glikolanowe,

szczawianowe, mrowczanowe).

Nalezy pamigta¢, ze obliczenie to jest obarczone do§¢ duzym bl¢dem, po-
niewaz oznaczenie kazdego z parametréw uzytych w réwnaniu posiada btad
przypadkowy lub/i systematyczny, ktore moga si¢ znosi¢ lub dodawac. Dlatego
za istotny diagnostycznie uznaje si¢ wzrost [LA] minimum o 6 - SmEq/L.
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Zmniejszenie [LA] nie ma wigkszego znaczenia w rozpoznawaniu zaburzen
gospodarki wodno-elektrolitowej. Wskazuje natomiast na istnienie bigdu anali-
tycznego lub przedanalitycznego. Jedynie stany glebokich niedoborow biatek
osocza moga prowadzi¢ do obnizenia [LA].

6.2.1. Osmolalnosé

Molalnos¢ (osmolalnosé) jest to liczba moli zwiazkéw osmotycznie czyn-
nych rozpuszczonych w 1 kg rozpuszczalnika. Powoduja one obnizenie poten-
cjatu chemicznego wody. Ci$nienie osmotyczne powstaje w wyniku przecho-
dzenia wody przez blong polprzepuszczalna wtedy, gdy po jednej jej stronie
znajduje si¢ w roztworze substancja osmotycznie czynna, tj. taka, dla ktorej
btona jest nieprzepuszczalna po drugiej za$ czysta woda. Wyzszy potencjal
chemiczny czystej wody powoduje jej ruch na druga strong btony az do momen-
tu wyréwnania energii czasteczek wody po obu stronach btony. Jeden milimol
czasteczek zwiazkow osmotycznie czynnych w 1kg wody po oddzieleniu btong
polprzepuszczalna od czystej wody powoduje powstanie cisnienia rdéwnego 17
mm Hg (2.26 kPa). Taka liczbe czasteczek nazywamy miliosmolem.

Osmolalno$é¢ calkowita roztworu zalezy od:

e Stezenia wolnych czasteczek rozpuszczonych wodzie

o Aktywnosci czasteczek substancji rozpuszczonych

e Stezenia i aktywnosci czasteczek wody

Nie zalezy od:

e Ladunku czasteczek

e Masy czasteczek

6.2.2. Metody oceny osmolalnosci plynow ustrojowych

e Osmolalno$¢ catkowita plynéw ustrojowych — mierzona.
Osmolalno$¢ catkowita roztworéw oznacza si¢ przez pomiar punktu ich
zamarzania (metoda krioskopowa). Jeden osmol czasteczek rozpuszczo-
ny w 1 kg wody powoduje obnizenie temperatury zamarzania do
-1.86°C.

Prawidlowa osmolalno$¢ osocza oznaczona metoda krioskopowa wynosi

289+5 mosm/kg wody.

e Osmolalnos¢ catkowita — obliczona.
Osmolalno$¢ catkowita osocza mozna rowniez obliczy¢ ze wzoru:

Osmolalno$¢ calkowita obliczona = 2 x [Na']|+[glukoza]+[mocznik] (3)

Warto$¢ prawidlowa obliczonej osmolalnosci catkowitej wynosi:
2 x 140 mmol/L + 5 mmol/L + 4 mmol/L = 289 mmol/L.
Przy uwzglgdnieniu zakresow warto$ci prawidlowych tych substancji zakres
wartos$ci prawidlowych dla osmolalnosci obliczanej wynosi +8 mmol/L.
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Réznica migdzy osmolalnoscia obliczong i zmierzong jest nazywana luka
osmotyczng i wynosi 0 - 10 mmol/L. Wzrost luki osmotycznej wystepuje w
przypadku obecnos$ci w osoczu réznych zwiazkéw osmotycznie czynnych po-
dawanych w celach leczniczych (mannitol) lub w przypadku zatru¢ (etanol,
glikole, metanol i jego metabolity itd.). Dlatego parametr ten moze by¢ wskaz-
nikiem uzytecznym w diagnostyce zatru¢ lub przedawkowania lekow. Na przy-
ktad: przy poziomie etanolu we krwi 2%,, czgsto spotykanym u pacjentéw od-
dzialéw ratunkowych, luka osmotyczna wzrasta do 43 mmol/L.

Osmolalnos$¢ efektywna

Efektywne ci$nienie osmotyczne w PPK wywiera jon Na', dla ktorego btony
komorkowe sa nieprzepuszczalne, oraz towarzyszace mu aniony. Osmolalnos¢
efektywna mozna obliczy¢ ze wzoru:

Osmolalno$¢ efektywna =2 x [Na'] + [glukoza] 4)

Glukozg uwzglednia si¢ ze wzgledu na jej potencjalnie duzy udziat w osmo-
lalnoéci PPK w cukrzycy, kiedy dochodzi do zahamowania jej transportu do
tkanek zaleznych od insuliny.

Woda i mocznik swobodnie przechodza przez blony komorkowe. Stgzenia
wolnej wody w PPK i PWK sa sobie rowne ze wzgledu na identyczne stezenia
Na' i towarzyszacych anionéw na zewnatrz oraz K’ i towarzyszacych anionow
wewnatrz komorki. Nie ma, wigc rdéznic w ci$nieniu osmotycznym pomigdzy
PPK i PWK. Réznica ta powstaje, gdy w PPK stezenie Na' i/lub innych zwiaz-
kéw stabo przechodzacych przez btony komérkowe ulegnie zmianie. Gdy [Na']
w PPK ulegnie zwigkszeniu (hiperosmia) to energia wody w PPK obnizy sig.
Woda z komoérek bedzie przemieszczaé si¢ do PPK, az do wyrdéwnania jej steze-
nia w obu przestrzeniach ptynowych. Dojdzie do zmniejszenia objetosci — od-
wodnienia komoérek. Przy obnizeniu Na“ w PPK (hipoosmia) woda z PPK przej-
dzie do PWK — wystapi obrzek komorek.

Stezenie Na” w PPK jest wiec laboratoryjnym wskaznikiem objetosci
PWK.

6.2.3. Cisnienie onkotyczne

Sciana naczyn wlosowatych jest wzglednie nieprzepuszczalna dla czasteczek
o masie czasteczkowe]j wigkszej od 40 kDa. Powoduje to, ze stezenie biatek w
osoczu jest okoto 4 razy (o ponad 1 mosm/L) wyzsze niz w przestrzeni migdzy-
komorkowej. Roznica ta powoduje powstanie cisnienia onkotycznego. Wynosi
ono w czgscei tetniczej wlosniczek okoto 25 mm Hg (3.33 kPa) i czg§ciowo row-
nowazy istniejace tam cisnienie hydrostatyczne rowne 35 mm Hg (4.66 kPa)
(ryc.6.3.). Roznica migdzy ci$nieniem hydrostatycznym a onkotycznym wyno-
szaca +10 mm Hg (+1.3 kPa) powoduje wychodzenie wody poza naczynia wto-
sowate. W czesci zylnej wlos$niczek cisnienie hydrostatyczne obniza si¢ o 14
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mmHg, a onkotyczne rosnie o okoto 3 mmHg. W efekcie rdznica obu cisnien
spada do wartosci —7 mmHg (-1.0 kPa) powodujac powrdét okoto 90% wody z
powrotem do przestrzeni naczyniowej. Pozostate 10% tworzy limfe (ryc.6.3),
ktora przez przewod piersiowy wraca do krazenia.
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Ryc. 6.3 Znaczenie rownowagi migdzy ci$nieniem hydrostatycznym i onkotycznym w
utrzymaniu prawidlowej objetosci krwi krazacej

Rownowaga migdzy ci$nieniem hydrostatycznym w naczyniach wlosowa-
tych, a ci$nieniem onkotycznym bialek osocza utrzymuje wilasciwa objgtosc
osocza w uktadzie naczyniowym.

6.3. Bilans wody i elektrolitow

Organizm traci wodg przez nerki, pluca, skorg i przewodd pokarmowy. Straty
wody uzupeklniane sa w postaci wypijanych pltynow (0,5 — 2,5 L/dobg), wody
zawartej w tzw. pokarmach stalych (ok. 0,8 L/dobg) oraz wody powstajacej w
procesach metabolicznych (0,3 L/dobe). Utrata wody przez ptuca i skoérg nie
podlega regulacji, zalezy od warunkéw zewngtrznych — temperatury, wilgotno-
$ci powietrza oraz intensywnosci wysitku fizycznego, wentylacji ptuc i tempera-
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tury ciata. Natomiast w przypadku ograniczenia czy tez zwigkszenia podazy
wody narzadem zapewniajacym utrzymanie statej zawarto$ci wody w ustroju
jest nerka. (tab. 6.2, ryc. 6.4).

Tabela 6.2 Bilans wody

Podaz wody (L /dobe) Straty wody (L /dobe)
Plyny 0,5-2,5 Mocz 0,6 2,6
Woda w pokarmach 0,8 Pocenie 0,5
Woda metaboliczna 0,3 Parowanie z drog odde-|0,4
chowych
Kat 0,1
Ogoélem 1,6 - 3,6 Ogoélem 1,6 - 3,6

Ograniczeniu podazy wody towarzyszy wzrost osmolalnosci i cigzaru wia-
sciwego oraz spadek objetosci wydalanego moczu. Do wydalenia 1g produktow
przemiany materii (mocznik, kreatynina) potrzeba minimum 10 mL wody. Stad
przy dobowej produkcji okoto 40g produktow przemiany azotowej minimalna
objetos¢ moczu bedzie wynosi¢ okoto 400 mL. Wzrost cigzaru whasciwego mo-
czu o 0,001 g/mL odpowiada wzrostowi osmolalno$ci moczu o okoto 40
mmol/kg wody (z wyjatkiem glukozurii, proteinurii i wydalania ksenobioty-
kow).

Homeostaze wody i elektrolitow utrzymuja trzy mechanizmy:

e Pragnienie i hormon antydiuretyczny

e Uklad renina-angiotensyna-aldosteron

e Peptydy natriuretyczne

6.3.1. Pragnienie i hormon antydiuretyczny

Wzrost osmolalno$ci lub hipowolemia poprzez osmoreceptory jadra nad-
wzrokowego podwzgoérza aktywuje neurony drog podwzgodrzowo-korowych
powodujac powstanie uczucia pragnienia, na ktore cztowiek reaguje przyjmo-
waniem ptynoéw. Natomiast wydalanie wody przez nerki jest hamowane przez
hormon antydiuretyczy (ADH) (ryc.6.4). Hiperosmia PPK aktywuje osmorecep-
tory neurondw jadra nadwzrokowego podwzgorza, ktore zwigkszaja wydzielanie
ADH ze swych zakonczen znajdujacych si¢ w tylnym ptacie przysadki mozgo-
wej. Zwykle wzrost wydzielania ADH wyprzedza pojawienie si¢ uczucia pra-
gnienia.

ADH pobudza swoiste receptory na blonie antyluminalnej kanalikow zbior-
czych nerki. Powoduje to wzrost poziomu cAMP i aktywacje kinazy biatkowe;
A fosforylujacej biatko akwaporyng 2, ktore po fuzji z blong luminalng zwigksza
reabsorbcje wody powodujac zmniejszenie objetosci i wzrost osmolalnosci wy-
dalanego moczu (ryc. 6.4). Osmolalnos$¢ rdzenia nerki wynosi okoto 1400 mo-
sm/L. Przy ciaglym przeplywie moczu w nefronie moze by¢ on maksymalnie
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zageszezony do osmolalno$ci 1200 mosm/L (c.wt. 1.030 g/mL). Spadek osmo-
lalnosci PPK np. spowodowany podaza duzej ilosci ptynéw moze z kolei catko-
wicie zahamowac¢ wydzielania ADH zwigkszajac diurezg do wielkosci odpowia-
dajacej spozyciu wody. Nerki reaguja na zmiany poziomu ADH we krwi w cia-
gu kilku minut. Cigzar wlasciwy moczu jest miara jego zaggszczenia. Wzrost
c.wt. 0 0.001 g/mL, odpowiada wzrostowi osmolalno$ci moczu o 40 mosm/L,
jezeli nie zawiera on glukozy Iub biatka.

Pragnicnie — przyjmowanic wody

/

l Baroreceptory Osmoreceptory ecep-tnrg objetosciowe
RR

Objetosé krwi
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4 W

Ciénienie nsmotyczne

Ryc. 6.4. Regulacja objgtosci ptyndow ustrojowych przez hormon antydiuretyczny

Wzrost osmolalnosci jest najsilniejszym bodzcem regulujacym, poprzez wy-
dzielanie ADH, objetos¢ ptyndéw ustrojowych, prowadzace do retencji wody
przy jednoczesnym spadku osmolalnosci.

Drugim bodzcem, ktory reguluje wydzielanie ADH sa zmiany objgtosci krwi
(PPK). Odbywa si¢ to za posrednictwem receptoréw objgtosciowych znajduja-
cych si¢ w tuku aorty, przedsionkach serca i aparacie przykigbkowym nerek.
Spadek cisnienia krwi zwigksza, a wzrost zmniejsza wydzielanie ADH. Bodzce
te sa slabszymi regulatorami wydzielania ADH od bodZzcow osmotycznych.
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Receptory objetosciowe reguluja objeto$¢ pltyndéw ustrojowych kosztem
osmolalnosci. Efektem ich dziatania jest przywracanie prawidlowej objgtosci
krwi krazacej przy powstajacej przy tym hipotonii.

Wymioty, hipoglikemia i bodzce bolowe réwniez zwigkszaja wydzielanie
ADH.

6.3.2. Regulacja gospodarki sodowej. Uktad renina-angiotensyna-
aldosteron

S6d w organizmie tworzy trzy pule: wewnatrzkomorkowa okoto 300 mmoli,
zewnatrzkomorkowa okoto 1900 mmoli i kostna okoto 1800 mmoli. Ta ostatnia
jest wzglednie mato aktywna metabolicznie (ryc.6.5). Gtéwnym narzadem do-
stosowujacym organizm do poziomu podazy Na' jest nerka. Przy statej zawarto-
$ci Na” w diecie jego wydalanie z moczem jest rowne podazy. W ciagu doby do
przesaczu pierwotnego jest w kigbkach nerkowych filtrowane okoto 22500
mmoli Na". W kanalikach blizszych jest reabsorbowane 90%, a w kanalikach
dystalnych jest 9% filtrowanego kationu. Okoto 1% jest wydalane z moczem. W
kanalikach proksymalnych transport jest izoosmotyczny, a jego wielkos¢ zalezy
od filtracji ktgbkowej (rownowaga kltebkowo-kanalikowa). Natomiast w kanali-
kach dystalnych reabsobcja Na“ odbywa si¢ poprzez wymiang na jony K i H' w
proporcji 3:2:1 (patrz rozdz. 6). Proces ten jest aktywowany przez aldosteron.
Synteza i1 wydzielanie aldosteronu sa regulowane przez uktad renina-
angiotesyna. Spadek objetosci krwi (cisnienia) powoduje zmniejszenie przeply-
wu krwi przez klebki nerkowe i zmniejszenie filtracji przesaczu pierwotnego.
Prowadzi to do zmniejszenia tadunku Na" doptywajacego do plamki gestej. Po-
woduje to wzrost wydzielania reniny (enzym proteolityczny) z komorek aparatu
przyktebkowego lokalizowanego w rozwidleniu migdzy naczyniami doprowa-
dzajacymi i odprowadzajacymi krew z klebkoéw nerkowych (sprzezenie kigbko-
wo-kanalikowe). Rowniez wzrost napigcia nerwoéw sympatycznych (pobudzenie
receptorow P-adrenergicznych) wywotany hipowolemia zwigksza niezaleznie
wydzielanie reniny. W osoczu renina odszczepia z angiotensynogenu dekapep-
tyd angiotensyng I. Glownym miejscem syntezy angiotensynogenu jest watroba.
Pod wplywem konwertazy angiotensyny (angiotensin converting enzyme, ACE,
ang.), wytwarzanej gtownie w naczyniach wtosowatych ptuc, od angiotensyny 1
zostaja odszczepione 2 aminokwasy. Powstaje oktapeptyd - angiotensyna II,
ktora zwigksza synteze¢ aldosteronu w korze nadnerczy. Aldosteron zwigkszajac
reabsorbcje Na™ w kanaliku dalszym powoduje zatrzymanie w organizmie
ekwiwalentnych ilo$ci wody. Proces ten zwiazany ze zmiana poziomu enzy-
mow, syntetyzujacych ten steryd, trwa od 2 — 3 dni. Jest wigc stosunkowo wol-
ny. Hiperwolemia w tozysku naczyniowym uruchamia proces odwrotny.

Osoby spozywajace male ilo$ci sodu w diecie maja stosunkowo wysoki po-
ziom aldosteronu, co umozliwia im efektywniejsza reabsorbcj¢ zwrotna sodu.
Jezeli osoba taka zacznie spozywac wigksze ilosci sodu, to w ciagu 2-3 dni do-
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chodzi do stopniowego obnizenia syntezy aldosteronu do poziomu adekwatnego
do podazy sodu. W tym czasie bilans Na staje si¢ przejsciowo dodatni. Zatrzy-
maniu sodu w organizmie towarzyszy retencja odpowiedniej ilosci wody w PPK.
Jest to mechanizm hipertensyjnego dziatania diety wysokosodowe;j.

Sod Potas

Calkowita rawartosé 4000 mmol Calkowita zawartosé 3500 mmuol

S

Koot Koiel
PPK 45 Yo s
47,5 % G PPK 2 %
[135-145] mmol/L [3.5-5.0] mmol/L

Podnd mmal/24h Wydnlunic mmuol/Z4h Fodud mmaol/24h [| Wydalunic mmal/24h
Mocz — W 20 Muocz — 2 - 1My
100 - 300 || Mocz- 50 30 - 100 e
Pt - 5§

Ryc.6.5 Dystrybucja i bilans sodu i potasu w organizmie

Retencja 1 litra wody zwigksza objetos¢ PPK o okoto 7%. Z kolei przy
przejsciu na dietg nisko sodowa nastepuje, w czasie 2-3 dniowej adaptacji, utrata
Na i odpowiedniej ilosci wody z PPK. W ten sposob objetos¢ PPK (krwi kra-
zacej) przez regulacje wchlaniania zwrotnego w nerce utrzymuje homeosta-
z¢ Na' w organizmie.

Dodatkowymi czynnikami modyfikujacymi dzialanie sprzgzenia objgtosc
krwi-aldosteron sa rownowaga migdzy ci$nieniem hydrostatycznym i onkotycz-
nym (ryc. 6.3), zmiany miejscowego ukrwienia poszczegodlnych warstw nerek
oraz niezaleznie zmiany stanu czynnosciowego uktadu sympatycznego.

6.3.3. Peptydy natriuretyczne

Znaczne zwigkszenie objetosci krwi krazacej (PPK) pobudza receptory obje-
tosciowe przedsionkoéw serca, co powoduje wydzielanie przedsionkowego pep-
tydu natriuretycznego (ANP, cykliczny peptyd, 28 aminokwas6w) przez mio-
cyty przedsionkow. Z kolei kardiomiocyty komor serca wydzielaja w podobnej
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sytuacji mézgowy peptyd natriuretyczny (BNP, cykliczny peptyd, 32 amino-
kwasy). W stanach znacznej hiperwolemii peptydy natriuretyczne moga dziatac
wazodylatacyjnie.

Wazrost objetosei krwi kraigcej Filtracja klebkowa

Nerki Wydalanie Na

Rozciagnigcie kardiomiocytow

komory

Renina

Rokurcz naczyn

Przysadka Wazopresyna l

Kora nadnerczy Aldosteron

—— e | G ) =)
‘_4—

Ryc. 6.6 Hipowolemiczne dziatanie peptydoéw natriuretycznych

Przez to zwigkszaja one filtracjg klgbkowa, hamuja wydzielanie reniny przez
aparat przyktgbkowy nerek, a tym samym syntezg aldosteronu (ryc. 6.6). Zwigk-
szaja w ten sposob wydalanie Na* i wody z moczem. Peptydy te hamuja rowniez
bezposrednio reabsorbcje zwrotna Na” i wody kanalikach. Wskutek tego zwiek-
sza si¢ wydalanie sodu i wody przez nerki (natriureza). Powoduje to zmniejsze-
nie objetos¢ PPK i spadek cisnienia tetniczego krwi (ryc. 6.6). Oznaczanie po-
ziomu BNP w osoczu ma istotne znaczenie w ocenie stopnia zastoinowej niewy-
dolnosci serca (tab. 6.3). Jego poziom wzrasta wraz ze zwigkszeniem sig¢ stopnia
rozciagnigecia niewydolnych komor serca, osiagajac wartosci kilkadziesiat razy
wyzsze od punktu odcigcia, w najwyzszym stopniu dekompensacji serca (IV
stopien NYHA — New York Heart Association).

6.3.4. Regulacja gospodarki potasowej

Organizm czlowieka zawiera okoto 3500 mmoli K, z ktérych 90% znajduje
si¢ w PWK, 8% w kosciach a tylko 2% w PPK (ryc.6.6.). Prawidlowe st¢zenie
K" w PPK wynosi 3.5 — 5.0 mmol/L. Gradienty stezen Na* i K’ migdzy PPK i
PWK utrzymuje pompa sodowo-potasowa. Czg§¢ potasu w PWK jest skomplek-
sowana z glikogenem (do 0.3 mmola/g) lub z biatkami (do 0.5 mmola/g). Zawar-
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to$é K" w diecie zapewnia odpowiednia do potrzeb podaz kationu rzedu 30-100
mmoli/dobe. Ponad 90% K" wydala si¢ z moczem, a reszta z katem. Ilo§¢ K*
wydalanego z moczem zalezy w pierwszym rzgdzie od jego poziomu w osoczu i
filtracji klebkowej. Aldosteron zwieksza wydalanie K™ w kanaliku dalszym. Jest
to jednak mechanizm pierwotnie zwiazany z regulacja bilansu Na’. Gtéd nie
zmniejsza strat potasu przez nerki. Tym samym moze prowadzi¢ do znacznych
jego niedoboréw. Ptyny wydzielane do przewodu pokarmowego zawieraja kilku
- kilkudziesieciomilimolowe stezenia K, ktéry ulega niemal catkowitej reab-
sorbcji w jelicie cienkim. Dlatego dtugotrwale wymioty lub biegunki i inne pato-
logie przewodu pokarmowego moga powodowac znaczna utratg potasu (tab.6.4).

Tabela 6.4. Ste¢zenie elektrolitow w ptynach ustrojowych (w mEq/L)

Na' K" HCO5 Cr
Osocze 140 4 25 102
Sok zoladkowy 50 15 0-15 140
Sok jelitowy 140 10 zmienny 70
Kal biegunkowy 50-140 30-70 20-80 zmienny
7ok 140 5 40 100
Pot 12 10 - 12

Stezenie K w PPK ma istotne znaczenie dla przewodnictwa, kurczliwosci i
napigcia migsénia sercowego, przewodnictwa nerwowego, czynnosci migsni
szkieletowych i gladkich oraz dla czynnosci nerek.

6.4. Zaburzenia gospodarki wodno-elektrolitowej
6.4.1. Drogi utraty wody i elektrolitow

W warunkach prawidlowych regulacja wydalania wody i jonéw przez nerki
stanowi podstawowy mechanizm ich homeostazy. W wielu stanach chorobo-
wych znacznie wzrasta ich utrata innymi drogami. W zaleznosci od sktadu elek-
trolitowego nadmierna utrata plyndéw ustrojowych usposabia do wystapienia
roznych zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowej i kwasowo-zasadowej. Do
ptynéw, w ktérych stezenie Na' zblizone jest do jego stgzenia w osoczu naleza:
sok trzustkowy, z01¢, zawartos$¢ jelita cienkiego, ptynne stolce, ptyn z ran po
oparzeniach, przesieki i wysigki do jam ciata. Do ptynéw zawierajacych niskie
stezenia Na' zalicza si¢ sok zotadkowy, pot, zawarto$¢ katnicy, mocz w hiperal-
dosteronizmie i niedoborze ADH (tab.6.2). Stezenie Na” w moczu prawidlowym
zalezy od podazy wody i sodu w diecie. Oddychanie i parowanie przez skorg
powoduje utrate wody. Zaburzenia rownowagi migdzy podaza ptynow i elektro-
litbw, a mechanizmami regulujacymi ich utrat¢ doprowadza do zaburzen gospo-
darki wodno — elektrolitowe;.
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Stany chorobowe i/lub warunki zewngtrzne powodujace nadmierna utrate
wody i/lub nieodpowiednia do strat podaz wody powoduja ujemny bilans wody,
zmniejszenie calkowitej objgtosci wody — odwodnienie. Stany dodatniego bilan-
su wody prowadza do zwigkszenia zawartosci wody w ustroju — przewodnien.
Poza przypadkami btedow terapeutycznych sa one zawsze wynikiem zaburzen
wydzielania ADH lub/i aldosteronu.

6.4.2. Odwodnienia i przewodnienia

Odwodnienia i przewodnienia ze wzgledu na zachowanie steZzenia Na' i
osmolalnosci efektywnej dzielimy na:

Hipotoniczne — [Na'] <135 mmoli/L lub/i osmolalno$¢ efektywna<275 mo-
sm/L. Spowodowane dominujaca utrata Na" lub retencja wody;

Izotoniczne — [Na'] 135-145 mmol/L lub/i osmolalnoéé efektywna 275-295
mosm/L. Spowodowane réwnomierna utrata badz retencja wody i Na*

Hipertoniczne — [Na']>145 mmol/L lub/i osmolalnosc efektywna >295 mo-
sm/L. Spowodowane dominujaca utrata wody lub zatrzymaniem Na' (ryc. 6.7,
ryc. 6.8). Rownoczesnie przy prawidtowym bilansie wody moga istnie¢ stany
hiper- i hipoosmotyczne (ryc. 6.9).

6.4.3. Przewodnienie hipotoniczne

Przewodnienia hipotoniczne i izotoniczne sa najczgstszymi zaburzeniami
gospodarki wodno-elektrolitowej spotykanymi w klinice. Powoduja one wzrost
objetosci PPK i PWK (obrzek komorek) (ryc. 6.7). Wiaze si¢ ono z zaburzenia-
mi wydzielania ADH lub/i aldosteronu. Przyczyna rozwoju i utrzymywania tego
zaburzenia jest nadmierna podaz wody przy wspolistniejacym nieodpowiednio
zwigkszonym wydzielaniu ADH (Syndrome of Inappropriate ADH Excretion —
SIADH, ang.).

Sytuacje takie moga mie¢ miejsce przy urazach gtowy, brzucha, zabiegach
operacyjnych, silnych bodlach i innych bodzcach stresowych. Przyczyna moga
by¢ réwniez stany zapalne opon mozgowych i mozgu, guzy i ropnie mozgu, jak
rowniez zapalenia ptuc. Bardzo rzadko przyczyna jest ektopowe wydzielanie
ADH przez nowotwory ptuc, trzustki, dwunastnicy lub gruczotu krokowego.
Niektore leki takie jak sulfonamidy przeciwcukrzycowe, fibraty, morfina lub
indometacyna rowniez stymuluja wydzielanie tego hormonu.

Stany chorobowe powodujace nadmierne wydzielanie aldosteronu lub aldo-
steronu i ADH takie jak niewydolno$¢ krazenia, czy tez hipoalbuminemia w
zespole nerczycowym lub marsko$ci watroby sprzyjaja retencji sodu i wody. W
schorzeniach tych pierwotnym sygnalem jest spadek efektywnej objgtosci krwi
krazacej. Rowniez znaczny spadek filtracji w zniszczonych klgbkach w niedo-
modze nerek prowadzi do przewodnienia hipotonicznego. Pacjenci z SIADH nie
maja zwykle obrzekdéw i nie wykazuja retencji sodu. Pacjenci z hiperaldostero-
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nizmen wtoérnym z reguly maja obrzeki przy nadmiernym zatrzymaniu Na'. Ze
spadkiem Na" ponizej 130 mmol/l nasila si¢ niebezpieczenstwo obrzeku moézgu.
Jego objawami sg nudnosci, wymioty, splatanie, drgawki i $piaczka.
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Ryc. 6.7 Przewodnienie hipotoniczne

Skréty: Ht, hematokryt; Hb, hemoglobina, MCV (mean cell volume, ang.) Srednia obje-
to$¢ erytrocyta; MCHC (mean cell hemoglobin content, ang.) $rednia zawartos¢ hemo-
globiny w erytrocycie (rozdzial 8); Biat.c., biatko catkowite w surowicy; E, erytrocyty;
PPK, przestrzen pozakomérkowa; PWK przestrzen wewnatrzkomérkowa

Badania laboratoryjne — niskie stezenie Na' i biatka w surowicy spadek
liczby erytrocytow, hematokrytu, st¢zenia hemoglobiny we krwi oraz $redniej
zawarto$ci hemoglobiny w krwince (MCHC, Mean Cell Hemoglobin Content,
ang.). Warto$¢ hematokrytu moze by¢ prawidtowa obnizona mniej niz by to
wynikato ze stopnia przewodnienia, ze wzglgdu na wzrost objgtosci erytrocytow
(ryc. 6.7.). Obserwacje tych parametréw w czasie sa wskaznikiem ustgpowania
lub nasilania sie zaburzenia.

Uwaga! Hipoosmia powoduje wzrost objgtosci erytrocytow i spadek $red-
niej zawartosci hemoglobiny w erytrocytach. Zmiany te mozna zaobserwowac
przy wykonywaniu pomiaru hematokrytu metoda manualna (wirdwka). We
wspotczesnych analizatorach hematologicznych zastosowanie izotonicznego
rozcienczalnika przed pomiarem niweluje zmiany objgtosci krwinek wywotane
zmianami osmolalno$ci efektywne;j.

Leczenie — oprocz leczenia przyczynowego, ograniczenie podazy wody i so-
li wymuszenie diurezy (mannitol, sorbitol), diuretyki (antagonisci aldosteronu).
W ciezkich przypadkach dializoterapia. W przypadku wspdlistnienia zasadowicy
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i hipokaliemii (hiperaldosteronizm) konieczne jest rownoczesne uzupelnienie
niedoboréw potasu.

6.4.4. Przewodnienie izotoniczne

Jest to stan retencji rownowaznych nadmiernych ilosci Na i wody. Wzrost
objetosci dotyczy tylko PPK; objetos¢ PWK nie ulega zmianie (ryc. 6.8). Naj-
czgstszg przyczyna sa stany hiperaldosteronizmu wtornego (wysoki poziom
reniny i aldosteronu) lub pierwotnego (zespot Conna, wysokie stezenie aldoste-
ronu przy niskim poziomie reniny). Retencja sodu pobudza wydzielanie ADH
prowadzac do zatrzymania odpowiednich objgtosci wody w celu utrzymania
izoosmii. Sg to wigc podobne przyczyny, ktore prowadza do przewodnienia
hipotonicznego. Rodzaj przewodnienia zalezy od tego, ktory z mechanizmow,
zalezny od ADH czy aldosteronu, przewaza w danej patologii. Rodzaj przewod-
nienia moze roOwniez zmienia¢ si¢ w zalezno$ci od stadium choroby, leczenia,
objetosci i rodzaju przyjmowanych ptynow itp.
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Ryc. 6.8. Przewodnienie izotoniczne. Skroty: jak w ryc. 6.7.

Badania laboratoryjne — przy prawidlowym Na" w surowicy, obserwuje si¢
spadek liczby erytrocytow, hematokrytu i stgzenia hemoglobiny oraz biatka w
surowicy proporcjonalny do stopnia przewodnienia. Objetos¢é erytrocytow i
MCHC nie ulegaja zmianie. W przypadku hiperaldosteronizmu pierwotnego nie
wystepuja obrzeki, wystgpuje natomiast nadcisnienie i zasadowica metaboliczna.
W hiperaldosteronizmie wtdérnym typowym zjawiskiem sg obrzeki i hipokale-
mia.

Leczenie — oprocz leczenia przyczynowego, ograniczenie podazy wody i so-
li, a w cigzszych stanach wymuszenie diurezy (saluretyki antykaliuretyczne,
antagonis$ci aldosteronu). W przypadku przesigkéw wykonuje si¢ drenaz ptynu z
jam ciata.
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6.4.5. Przewodnienie hipertoniczne

Jest to stan zwiekszonej zawartosci wody z relatywnie wigksza retencja Na"
i hiperosmia. Objetos¢ PWK jest zmniejszona, a wzgledny wzrost objetosci PPK
jest wigkszy niz przyrost catkowitej zawartosci wody. Wynika to z wyjscia czg-
sci wody PWK do PPK (ryc. 6.9.). Stan ten powstaje najczegsciej wskutek nad-
miernej podazy doustnej lub dozylnej ptynéw izo- Iub hipertonicznych u cho-
rych z uposledzong funkcja nerek lub nadprodukcja aldosteronu. Zaburzenie to
wystepuje u rozbitkow pijacych wodg morska, dzieci karmionych silnie solony-
mi pokarmami, u pacjentdéw z uszkodzong funkcja nerek, ktorym podawano
pozajelitowo nadmierne ilosci izo- lub hipertonicznych ptynow elektrolitowych.
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Ryec. 6.9. Przewodnienie hipertoniczne. Skroty jak w ryc. 6.7.

Objawy hiperwolemii silnie zaznaczone (napigcie zyt, niewydolnos¢ lewo
komorowa, zastoj w plucach, dusznos$é, przys$pieszenie oddechu, wzrost cieptoty
ciata, pobudzenie). Jednoczes$nie pacjenci maja silne uczucie pragnienia.

Badania laboratoryjne - przy wysokim [Na'], znacznie obnizony hemato-
kryt, stezenie hemoglobiny, liczba erytrocytow we krwi i stgzenie biatka catko-
witego w surowicy. Objetos¢ wody wewnatrzkomorkowej zmniejszona, czego
wskaznikiem jest spadek wartosci MCV i wzrost MCHC (ryc. 6.9).

Leczenie — dieta bezsolna, zaprzestanie podawania plynow zawierajacych
Na, podanie diuretykow (furosemid), w p6zniejszym okresie wlew 5% glukozy,
przy uposledzonej funkcji nerek dializoterapia.

6.4.6. Odwodnienie hipertoniczne

Jest to stan dominujacej utraty wody w stosunku do utraty sodu. Wskutek te-
go wzrasta [Na'] i osmolalno$¢ efektywna. Zmniejsza sig objeto$¢ zarowno PPK
jak i PWK (odwodnienie komorek) (ryc. 6.10). Odwodnienie to powstaje wsku-
tek niedostatecznej podazy wody przy prawidlowej lub nadmiernej podazy sodu.
Jest to najczeSciej wystgpujaca w klinice posta¢ odwodnienia. Do zaburzenia
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tego usposabiaja: obfite poty, wysoka temperatura zewngtrzna, stany goraczko-
we, hiperwentylacja (niewymuszona lub wymuszona) moczéwka prosta, diureza
osmotyczna (cukrzyca), ostabienie lub brak odruchu pragnienia (nieprzytomni,
male dzieci, osoby w podesztym wieku, zmiany organiczne w mozgu), brak
dostepu do wody.

U o0s6b bez zaburzen $wiadomos$ci wystepuje silne uczucie pragnienia, brak
koncentracji, sucho$¢ bton §luzowych, goraczka pochodzenia mozgowego, oli-
guria z wysokim cigzarem wlasciwym moczu. Objawy hipowolemii wystepuja
pozno dopiero przy duzej utracie wody. Wynika to z faktu, ze objetos¢ PPK jest
,uzupeliana” woda wychodzaca z komorek.
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Ryec. 6.10. Odwodnienie hipertoniczne. Skroty jak w ryc. 6.7.

Badania laboratoryjne - przy podwyzszonym stezeniu Na' wykazuja
wzrost hematokrytu i stgzenia hemoglobiny oraz biatka catkowitego. O odwod-
nieniu komoérek $wiadczy spadek MCV i wzrost MCHC (ryc. 6.10). U dzieci
moze wystepowac ketonemia (,,goraczka letnia”).

Leczenie — 5% glukoza (z wyjatkiem cukrzycy) dozylnie lub ptyny bezelek-
trolitowe doustnie. Po wyrownaniu osmolalno$ci nalezy uzupelic¢ niedobory
Na'. Zaniedbanie takiego postgpowania moze spowodowaé obrzek mozgu wsku-
tek gwattownej zmiany osmolalnosci PPK z hiper- do hipoosmii.

6.4.7. Odwodnienie hipotoniczne

Wystepuje stosunkowo rzadko. Utrata Na jest wigksza niz wody. Spadek ob-
jetosci dotyczy wytacznie PPK, natomiast objeto$¢ PWK jest zwigkszona (ryc.
6.11). Odwodnienie to moze by¢ spowodowane utrata ptynow przez przewod
pokarmowy wskutek biegunek, drenazy lub przetok jelitowych, czy tez dlugo-
trwatych wymiotow przy niedostatecznym uzupelnieniu niedoboréw objetosci
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woda lub ptynami nie zawierajacymi elektrolitow. Przyczyny nerkowe to utrata
sodu przez nerki przy stosowaniu diuretykow (antagonisci aldosteronu) lub w
hipoaldosteronizmie. Sprzyja temu stymulowany przez hipowolemi¢ wzrost
wydzielania ADH. Stan ten wymaga intensywnego leczenie wskutek glebokiej
hipowolemii powodujacej spadek objgtosci osocza (PPK) nie tylko z powodu
odwodnienia, lecz rowniez przemieszczenia wody do komoérek. Wzrost objetosci
erytrocytow zwigksza opory w uktadzie wlosniczkowym, co przy hipowolemii
prowadzi szybko do wstrzasu (niskie ci$nienie krwi, tachykardia, spadek diure-
zy, zaburzenia $wiadomosci). Hipoosmia moze rowniez powodowac obrzegk
moézgu i uciskowa depresj¢ osrodka oddechowego i krazeniowego w rdzeniu
przedtuzonym.

Badania laboratoryjne — niskie stezenie Na' i wzrost biatka catkowitego w
surowicy, wzrost liczby erytrocytow, i stezenia hemoglobiny oraz bardzo znacz-
ny wzrost hematokrytu krwi. Wartos¢ MCV wzrasta, a MCHC maleje (ryc.
6.11). W przypadku hipowolemicznej przednerkowej niedomogi nerek wzrastaja
stezenia mocznika i kreatyniny w surowicy.
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Ryc. 6.11. Odwodnienie hipotoniczne. Skréty jak w Ryc. 6.7.

Leczenie — doustne uzupetnianie niedoborow sodu i wody (glukoza 5%).
Czesto ze wzgledu na cigzki stan pacjentow i koniecznos$é zapobiezenia pogle-
bianiu hipoosmii podczas nawadniania konieczne jest dozylne podawanie hiper-
tonicznego roztworu NaCl.

6.4.8. Pseudohiponatremia/hipoosmia rzekoma

Hiponatremia nie zawsze zwigzana jest ze spadkiem osmolalnosci efektyw-
nej PPK. Znaczna hiperlipemia lub hiperproteinemia zmniejszaja zawartos¢
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wody w surowicy powodujac niskie wartosci pomiaréw Na', ktérego stezenie w
wodzie osocza moze by¢ prawidlowe. Sytuacja taka ma miejsce w przypadku
oznaczania sodu za pomoca fotometru ptomieniowego. Analizatory jonoselek-
tywne eliminuja te rozbieznosci. Niskie stezenie Na' przy wysokim stezeniu
glukozy w surowicy w cukrzycy, lub wysokiej wartosci luki osmotycznej (man-
nitol, trucizny) nie wskazuje na istnienie hipoosmii. Nalezy jednak pamigtac, ze
leczenie tych stanow bez uwzglednienia bilansu Na moze prowadzi¢ do stanow
hiponatremii.

6.4.9. Odwodnienie izotoniczne

Jest to stan utraty rownowaznych ilosci Na i wody, a wigc bez zmian osmo-
lalnosci efektywnej PPK (ryc.6.12).

Zmniejszenie objetosci dotyczy wytacznie PPK. Przyczynami zaburzenia
moga by¢ roézne rodzaje utraty ptynéw przewodu pokarmowego, zespol utraty
sodu przez nerki (diuretyki, poliuria po ostrej niedomodze nerek), krwotoki,
zwigkszenie przestrzeni trzeciej, oparzenia. Jest to przewaznie stan przejsciowy,
przechodzacy przy braku leczenia w odwodnienie hipo lub hipertoniczne.
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Ryc. 8.12. Odwodnienie izotoniczne. Skroty jak w ryc. 6.7.

Klinicznie dominuja objawy hipowolemii, spadek ci$nienia tetniczego, przy-
$pieszenie pracy serca, zapadnigcie zyl szyjnych, zmniejszenie elastycznos$ci
tkanek, ostabienie, apatia, skapomocz (z wyjatkiem przypadkoéw z poliuryczna
nefropatia, lub po leczeniu odwadniajacym), zmniejszenie masy ciala (z wyjat-
kiem ucieczki ptynow do przestrzeni trzeciej).

Badania laboratoryjne - przy prawidtowym stezeniu Na™ wykazuja wzrost
hematorytu, liczby erytrocytow, biatka catkowitego (z wyjatkiem krwotokow).
Wartosci MCV i MCHC pozostaja niezmienione (ryc. 6.12.).

Leczenie — w zaleznosci od przyczyny podaje si¢ 0.9% NaCl, plyn wielo-
elektrolitowy, glukozg, oraz ptyny zwigkszajace ci$nienie onkotyczne i krew
(przy krwotokach).
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6.5. Diagnostyka laboratoryjna zaburzen gospodarki
wodno-elektrolitowej

Tabela 6.4. Wptyw zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowej na niektoére parametry
laboratoryjne

Rodzaj zaburzenia Bialko
Na |Erytr |Hb |Ht MCV |[MCHC | calk.*
Odwodnienie T T T
izotoniczne N T N N
ool R B L Y I B
ﬁﬁ?ﬁlﬂﬁﬁ?ﬁi T T T v T | 1 I
Przewodnienie
izotoniczne N l l lN N l
Przewodnienie
hipotoniczne l l l N lub l T l l
hiperiomesne | 1 IR I

Skroty jak w ryc. 6.7.
Uwaga: Istotne znaczenie maja kolejne obserwacje dynamiki zmian mierzonych parame-
trow w czasie. Nalezy roéwniez uwzgledni¢ istniejace patologie, ktore moga wptywaé na
w/w/ parametry niezaleznie od zaburzen gospodarki wodno elektrolitowej. *Wzrost
stezenia albuminy powyzej wartosci prawidtowych jest dobrym wskaznikiem odwodnie-
nia. Wynika to z faktu, ze z wyjatkiem przypadkéw jatrogennych, nie wystepuje ani
fizjologiczna ani patologiczna hiperalbuminemia.

Podstawa rozpoznania odwodnienia lub przewodnienia jest badanie klinicz-
ne pacjenta. Badania laboratoryjne pomagaja w uscisleniu rozpoznania i i racjo-
nalizacji terapii wodno-elektrolitowe;.

Kolejne pomiary takich parametréw jak hemoglobina, hematokryt, biatko
catkowite pozwalaja na $ledzenie kierunku zmian zawartosci wody w ustroju.
Uzyteczno$¢ tych badan jest jednak w praktyce ograniczana przez ewentualnie
wspolistniejace patologie powodujace zmiany tych parametrow niezalezne od
stanu nawodnienia takie jak:

e zespoly utraty biatka (nefropatie, enteropatie),
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hiperproteinemie (szpiczak mnogi),

hipoalbumienia z hipergammaglobulinemia (marsko$¢ watroby),
anemie (z niedoboru Zelaza lub hemolityczne),

policytemie (czerwienica prawdziwa, hipoksje) itp.

Z kolei oznaczenie stgzenia Na ma decydujace znaczenie w ocenie objetosci
PWK. Jednak i w tym przypadku nalezy uwzgledni¢ stgzenie glukozy i ewentu-
alnie innych zwiazkéw osmotycznie czynnych (6.4).

Wyniki badan laboratoryjnych moga by¢ w niektorych sytuacjach uzyteczne
w obliczaniu wielkosci niedoboréw wody i elektrolitow. Przy stwierdzonych
klinicznie objawach odwodnienia i hipernatremii mozna obliczy¢ deficyt wody u
pacjenta:

[Na" ok - 145

Deficyt wody (L) = 0.6 x CWC(kg) x .

)

Mozna réwniez oceni¢ wielko$¢é niedoboru Na' u pacjenta z hipowolemig i
hiponatremia:

Deficyt Na* (mmole)= 0.6 x CWC(kg) x (135 — [Na'[axc) (6)

W przypadku, gdy utrata objetosci PPK powstata w wyniku krwotoku, sto-
pien jej zmniejszenia mozna obliczy¢ ze wzoru:

Htakt = th
th

U pacjenta z ostrym przewodnieniem hipotonicznym (zatrucie wodne) moz-
na obliczy¢ liczbe milimoli Na® potrzebnych do podwyzszenia jego stezenia do
wzglednie bezpiecznego poziomu 125 mmol/L:

Wymagany Na'(mmole) = 0.6x CWC(kg) x (125 — [Na' |y (8)

Deficyt objetosci PPK (L) = 0.2 x CWC(kg) x

W zalezno$ci od rodzaju odwodnienia stosuje si¢ odpowiednie ptyny infu-

zyjne. Sposrdd trzech podstawowych ptynoéw infuzyjnych:

e roztwor 5% glukozy stuzy do uzupehienia objgtosci wszystkich prze-
dzialéw wodnych organizmu: PWK, ptynu srédmiazszowego i osocza
krwi. Uzupehia réwniez straty wody zwiazane z oddychaniem i paro-
waniem przez skorg;

e roztwor 0,9% NaCl uzupehia niedobory wody w PPK(ptynu $rédmigz-
szowy i osocze krwi);

e osocze krwi, zwigksza objetos¢ krwi krazace;j.
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Uwaga. U pacjentow nie przyjmujacych plyndéw samodzielnie nie wolno
podawaé 0,9% NaCl jako jedynego ptynu infuzyjnego. Prowadzi to zaburzen
hiperosmotycznych, ze wzgledu na utrate czystej wody z oddechem i przez sko-
re.

Zastosowanie wymienionych wzor6w nie zwalnia od §cistego monitorowa-
nia przebiegu leczenia zaburzen wodno-elektrolitowych.

6.6. Zaburzenia gospodarki potasowej
6.6.1. Hiperkalemia

Jest to stan, w ktorym stezenie K© w osoczu wzrasta powyzej 5 mmol/L.
Trwata 1 wysoka hiperkalemia spowodowana niedomoga nerek zawsze wskazuje
na retencje¢ nadmiernych iloéci K w organizmie. Hiperkalemia moze réwniez
wystepowac przy sprawnych nerkach w kwasicach metabolicznych w cukrzycy i
innych chorobach metabolicznych (odwodnienie, katabolizm biatek i glikogenu,
wyjscie z komorek). Powoduje to wyjscie K*, z komérek wskutek buforowania
jonow wodorowych (patrz rozdz. 5). Bilans K jest ujemny z powodu jego utraty
przez nerki. W takich przypadkach stezenie K™ w osoczu nie przekracza 6
mmol/l. Natomiast wspolistnienie kwasicy i normo lub hipokalemii §wiadczy o
glebokim niedoborze K*. Hiperkalemia z dodatnim bilansem K* moze wystgpo-
wac¢ w: mocznicowej niedomodze nerek (zmniejszone wydalanie przy normalnej
podazy, zwigkszone wyjscie z komorek), zespole zmiazdzenia, urazach wielona-
rzadowych (zmniejszone wydalanie, wyptyw z komorek), niewydolnosci kory
nadnerczy (niedobor aldosteronu, ograniczenie wymiany z Na w nerkach), he-
molizie wewnatrznaczyniowej, oparzeniach (wyjscie z komorek), przewlektym
leczeniu antagonistami aldosteronu oraz dysfunkcjach kanalikow nerkowych
(zahamowanie sekrecji K™ przez kanaliki, kwasice kanalikowe). Wspétistnienie
zasadowicy metabolicznej 1 normokalemii $wiadczy o nadmiernej akumulacji
potasu w organizmie.

Objawy kliniczne zaleza od wielkosci i szybkos$ci narastania hiperkalemii.
Stezenia powyzej 8.0 mmol/L powoduja zwolnienie akcji serca, dodatkowe
skurcze w koncu zatrzymanie serca w rozkurczu. W EKG skrocenie odcinka ST,
wysokie spiczaste T, szerokie QRS oraz zanik zalamka P. Wystepuja parestezje
(zaburzenie przewodnictwa nerwowego) i porazenia migsni szkieletowych. Nie
ma przy tym korelacji migdzy wielko$cia hiperkalemii, a wystgpujacymi u pa-
cjenta objawami kardiotoksycznymi. Przy wolno narastajacej hiperkalemii cho-
rzy moga dobrze tolerowaé nawet wysokie jej warto$ci.

Leczenie - W przypadkach niedomogi nerek przy poziomach do 6.5 mmol/L
— maksymalne ograniczenie podazy K* w diecie, Zywice jonowymienne, ewen-
tualne wymuszenie diurezy, podanie glukozy i insuliny; przy stezeniach powyzej
6.5 mmol/L - dializoterapia. Wyréwnywanie kwasic z prawidtowa diureza po-
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winno obejmowaé jednoczesne uzupetianie niedoborow K'. Nieodtacznym
elementem leczenia jest $ciste monitorowanie zmian stezenia K w surowicy.

6.6.2. Hipokalemia

Hipokalemia to stan z [K'] w osoczu ponizej 3.5 mmol/L. Wskazuje on z re-
guly na niedoboér tego kationu w organizmie, szczegodlnie, gdy wywiad wskazuje
na zaburzenia usposabiajace do jego utraty (biegunki, wymioty, stosowanie diu-
retykow, naduzywanie lekow przeczyszczajacych). Poza tym hipokalemig wy-
wotuje niedostateczna podaz K™ w diecie i glodzenie lub nadmierna utrata z
moczem (hiperaldosteronizm pierwotny i wtorny, zespot Cushinga, zapalenie
nerek z utrata potasu, kwasice cewkowe, leczenie ketonowej kwasicy cukrzyco-
wej bez podawnia K", leki nefrotoksyczne, niedobér magnezu).

Klinicznym objawem niedoboru potasu jest czgstoskurcz, migotanie komor,
w EKG splaszczenie fali T, obnizenie odcinka ST. Upo$ledzenie funkcji mig$ni
gladkich — ileus paralyticus., porazenie pgcherza, ostabienie napigcia migsni
szkieletowych, rozpad migéni (rhabdomyolysis), utrata zdolno$ci zageszczania
moczu, apatia, parestezje w krancowych przypadkach $piaczka.

Orientacyjna ocena niedoboru K'. Na podstawie do$wiadczen klinicznych
wiadomo, ze spadek [K'] z 4 do 3 mmol/L odpowiada niedoborowi 150 mmoli
K", z 3 do 2 mmol/L niedobér dalszych 300 mmoli, a z 2 do 1.5 mmol/L niedo-
bor dalszych 150 mmoli.

Leczenie - uzupetnianie niedoboréw droga doustna lub/i dozylna. Szybkos¢
infuzji K™ nie powinna przekracza¢ 20 mmoli/godz przy stezeniu w ptynie infu-
zyjnym nie przekraczajacym 70 mmol/L w 5% roztworze glukozy. W przypad-
ku, gdy przyczyna hipokalemii jest hiperaldosteronizm podawa¢ aldacton. Przy
wystepowaniu hipochloremii w alkalozach metabolicznych — uzupetni¢ CI” infu-
zja 0.9% roztworu NaCl (jezeli nie wystgpuje przewodnienie). W kwasicach
kanalikowych korekta niedoboru zasad za pomoca NaHCO;. Natomiast poda-
wanie dodatkowych iloéci K™ poza zawartymi diecie zwykle nie jest konieczne.

6.6.3. Hiperkalemia rzekoma

Nalezy pamigta¢ o bledzie (artefakcie) przelaboratoryjnym wystepujacym
przy zbyt dlugim przechowywaniu pelej krwi, szczegélnie w temperaturze
lodowki, spowodowanym wyjsciem K z erytrocytow do osocza lub surowicy
zgodnie z gradientem stezen. Moze ona réwniez wystgpowac we krwi chorych z
przewlekla biataczka szpikowa lub nadplytkowoscia wskutek rozpadu tych ko-
morek w warunkach in vitro.
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6.7. Hormonalne podloze zaburzen gospodarki
wodno-elektrolitowej

6.7.1. Wartosci referencyjne hormonow regulujgcych gospodarke
wodno-elektrolitowq

Poziomy aldosteronu i reniny u ludzi zdrowych uzaleznione sa od pozycji
ciata. Pionizacja zwigksza, a utrzymanie pozycji lezacej powoduje obnizenie
poziomu tych hormonow. Dieta wysokosodowa obniza, a niskosodowa podwyz-
sza poziom aldosteronu w osoczu. Dlatego badanie podstawowego poziomu
aldosteronu powinno by¢ wykonywane u ludzi pozostajacych pozycji lezacej,
spozywajacych 100-200 mmoli Na na dobg (tab. 6.3). Wartos$ci referencyjne dla
pozycji spionizowanej sa wyzsze 1 w potaczeniu z wynikiem badania w pozycji
lezacej moga by¢ traktowane jako test czynno$ciowy (tab. 6.3).

Wartos¢ poziom referencyjnego ADH zalezy od aktualnej osmolalnosci
PPK. Zwigksza si¢ ona wraz ze wzrostem osmolalnosci osocza (tab. 6.3).

Tabela 6.3. Wartos$ci referencyjne dla biologicznie czynnych bialek regulujacych gospo-
darke wodno-elektrolitowa

Parametr Warto$ci referencyjne
Renina (O) masa pozycja lezaca 3-19ng/L
pozycja stojaca 5—40ng/L
aktywnosc¢ pozycja lezaca 0.5 — 1.6 pg/godz/L
pozycja stojaca 2 — 5 krotny wzrost
Konwertaza angiotensyny (ACE) (S)* 1.9 — 7.0 umol/min/L
Aldosteron (S) pozycja lezaca 30 - 440 pmol/L (10 - 160 ng/L)
pozycja stojaca 110 - 860 pmol/L (40-310 ng/L)

Aldosteron (M)  wydalanie dobowe 9 - 34 nmol/24godz. (5-19 pg/24 godz.)

Hormon antydiuretyczny (ADH) (O)

Osmolalnos¢ osocza 270-280 <1.4 pmol/L (<1.5 ng/L)

(mosm/kgH,0) 281-285 <2.3 pmol/L (<2.5 ng/L)
286-290 0.9 - 4.6 pmol/L (1 — 5 ng/L)
291-295 1.9 - 6.5 pmol/L (2 -7 ng/L)
296-300 3.7-11.1 pmol/L (4 —12 ng/L)

Mozgowy czynnik natriuretyczny (BNP) | <135 ng/L

©)

*Aktywnos¢ konwertazy angionensyny wzrasta znacznie w sarkoidozie ukladowej,
szczegblnie w postaci ptucnej (95% przypadkow). Skréty: (O) osocze, (S) surowica, (M)
mocz.

6.7.2. Hiperaldosteronizm
Mianem tym okre$lamy zespo6t chorobowy spowodowany nadmiarem aldo-

steronu. Jezeli przyczyna jego sa pierwotne zmiany patologiczne nadnerczy,
mowimy o hiperaldosteronizmie pierwotnym, jesli natomiast nadmiar aldostero-
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nu wywolany jest przyczynami pozanadnerczowymi, okreslamy go jako hiperal-
dosteronizm wtorny.

A. Hiperaldosteronizm pierwotny (zespot Conn’a), jest spowodowany poje-
dynczym lub mnogim gruczolakiem, rzadko rakiem kory nadnerczy wydzielaja-
cym aldosteron lub obustronnym przerostem kory nadnerczy (hiperaldostero-
nizm samoistny). Objawami klinicznymi sa: wysokie nadcis$nienie tgtnicze (cha-
rakterystyczne jest wysokie cisnienie rozkurczowe), bole glowy, ostabienie sity
migsni, wzmozone pragnienie, wielomocz, pojawiaja si¢ parestezje i objawy
tezyczkowe.

W badaniach laboratoryjnych obserwuje si¢ hipokaliemi¢ (wystepuje  zaw-
sze) 1 zasodowicg metaboliczna, hiperkaliurig, wzrost st¢zenia aldosteronu w
surowicy, niski poziom reniny (niska aktywno$¢ reninowa osocza), hipernatre-
mig (50% przypadkow)

B. Hiperaldosteronizm wtérny z nadcisnieniem jest stanem czgsto wystepu-
jacym w klinice, w ktorym wzrost st¢zenia aldosteronu jest spowodowany nad-
miernym pobudzeniem kory nadnerczy przez uktad renina-angiotensyna. Ma to
miejsce w nadci$nieniu zto§liwym, guzach produkujacych rening, periarteritis
nodosa, chorobach miazszu nerek oraz obrzgkach spowodowanych redystrybu-
cja wody poza naczynia w niedomodze serca, marskosci watroby (hipoalbumi-
nemia) i zespole nerczycowym (hipoalbuminemia). W ciazy hiperaldosteronizm
ma na celu zwigkszenie objetosci PPK. W 20 tygodniu ciazy jego poziom jest 4-
krotnie wyzszy od warto$ci wyj$ciowych.

Hiperaldosteronizm wtorny bez nadci$nienia wystgpuje z nerkowych zespo-
tach utraty sodu, nerkowej kwasicy kanalikowej i zespole Bartter’a.

Nieco inne zmiany w wynikach badan laboratoryjnych spotyka si¢ rowniez
w tzw. pseudohiperaldosteronizmie. Pojawia si¢ on w zespole Cushinga jako
wynik mineralokortykoidowego dziatania kortyzolu, zespole nadnerczowo-
ptciowym (wrodzony niedobor21-hydroksylazy lub 11-hydroksylazy) zespole
rzekomego nadmiaru mineralokortykoidow (wrodzony defekt dehydrogenazy 11
beta—hydroksykortykosteroidow itp. Cechuje si¢ niska aktywnos$cia reninowa,
niskim poziomem aldosteronu przy obecnos$ci hipokalemii i zasadowicy metabo-
liczne;.

6.7.3. Hipoaldosteronizm

Jest to zespot chorobowy cechujacy si¢ niskim stgzeniem aldosteronu w su-
rowicy. Hipoaldosteronizm pierwotny towarzyszy hipokortyzolemii w chorobie
Addison’a spowodowanej uszkodzeniami kory nadnerczy o roznej etiologii
(rozdz. 10). Izolowany niedobor aldosteronu jest spowodowany genetycznie
uwarunkowanymi defektami jego syntezy, w tym niedoborem 18-hydroksylazy.
Poziom reniny jest w tych przypadkach podwyzszony. Hipoaldosteronizm
wtérny ma podtoze nerkowe w postaci nefropatii cukrzycowej, neuropatii pole-
kowej (leki przeciwbolowe) uposledzajacych synteze reniny.
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6.7.4. Zespol nieodpowiedniego wydzielania ADH (SIADH)

SIADH moze by¢ kliniczna manifestacja réznych nowotworow: raka drobno
komorkowego phluc (o 40% przypadkow), rakow dwunastnicy, trzustki, macicy,
pecherza moczowego i gruczotu krokowego jak rowniez grasiczakow i ztosliwych
chtoniakow (50% przypadkéw SIADH). Wystepuje on rowniez w przebiegu wiru-
sowych i bakteryjnych zapalen ptuc, ropni ptuc, gruzlicy, aspergilozy, dychawicy
oskrzelowej, zwyrodnienia wioknisto-torbielowatego. Rowniez szereg patologii
osrodkowego uktadu nerwowego: zapalenie mozgu i opon mézgowych, guzy mo-
zgu, urazy czaszkowe, krwotoki podpajeczynowkowe, zakrzepica zatok jamistych,
hipoksja u noworodkéw, zespot Guillain-Barre i stwardnienie rozsiane moga
nadmiernie stymulowac¢ wydzielanie ADH. Cecha charakterystyczna jest hiperwo-
lemia z hiponatremia spowodowana nadmierng retencja wody w kanalikach zbior-
czych. Przy poziomach Na <125 mmol/L pojawia si¢ zagrozenie obrzgkiem mo-
zgu. Mimo tego wydalanie sodu z moczem > 20 mmol/L, jest nieodpowiednio
wysokie w stosunku do hiponatremii wskutek istniejacej hiperwolemii. Niskie sa
stezenia kwasu moczowego 1 mocznika. Pacjenci staja si¢ apatyczni, pojawia si¢
bol gtowy, nudnosci, drgawki i zaburzenia $wiadomosci.

6.7.5. Moczowka prosta (diabetes insipidus)

Zespot moczowki prostej pochodzenia podwzgérzowego pojawia si¢ przy
niedostatecznym wydzielania ADH przez uszkodzone fizycznie lub farmakolo-
gicznie podwzgorze i/lub tylny ptat przysadki mézgowej. Uszkodzenie to moga
powodowac urazy czaszki, zabiegi neurochirurgiczne tych okolic mozgu, nowo-
twory przysadki a takze infekcje, zmiany ziarniniakowe i1 autoimmunizacyjne.
Istnieja postaci wrodzone; jedna z nich pojawia si¢ w okresie pokwitania. Wydzie-
lanie ADH hamuja: alkohol etylowy, winblastyna, i klonidyna. W zaleznos$ci od
stopnia niedoboru diureza waha si¢ od 3 dol5 L/dobg, a osmolalno$¢ moczu jest
<100 mosm/kg H,O. Stezenie Na w surowicy utrzymuje si¢ w granicach normy
poprzez zwigkszong podaz wody stymulowana pragnieniem przy nieodpowiednio
niskim poziomie ADH w osoczu. Podczas testu pozbawienia ptyndow osmolalnos¢
moczu nie wzrasta powyzej 300 mmosm/kg H,O. Natomiast po podaniu preparatu
ADH osmolalno$¢ moczu przekracza wartosci 750 mosm/kg H,O.

Moczéwka prosta nefrogenna - oporna na ADH, moze by¢ spowodowana
rzadka wrodzona badZ znacznie czgstsza nabyta niezdolnoscia nerek do wytwo-
rzenia $rodowiska hiperosmotycznego (~1400 mosm/kg H,O) w rdzeniu nerki.
Poliurii i brakowi zdolnosci do zaggszczania moczu towarzyszy prawidlowy po-
ziom ADH w osoczu. Ta druga posta¢ moze by¢ wywotana choroba nerek (wielo-
torbieclowatos¢, zmiany zapalne) jak rowniez przez hipokalemig, hipokalcemig
oraz leki (lit, metoksyfluran, amfoteryczna B, metycylina, gentamycyna itp.).
Wrodzone postacie moczoOwki maja cigzszy przebieg (diureza 10-12 L/dobg) niz
postacie nabyte (diureza 3-4 L/dobg).
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7. DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA ZABURZEN
GOSPODARKI WAPNIOWO-FOSFORANOWO-
MAGNEZOWEJ

Malgorzata Wroblewska

7.1. Wapn w organizmie. Bilans wapnia

W organizmie dorostego cztowieka znajduje si¢ okoto 25 moli wapnia (ok.1
kg), z czego 99% zgromadzone jest w kosciach, w postaci hydroksyapatytow.
Wapn pelni w nich przede wszystkim rolg budulca masy kostnej, ale kosci to
takze rezerwuar wapnia potrzebny do utrzymania homeostazy jonu wapniowego
w plynie pozakomorkowym i wewnatrzkomorkowym. Ocenia sig, ze okoto 1%
wapnia zawartego w kosciach ulega swobodnej wymianie z jonami wapniowymi
w plynie pozakomorkowym.

Jony wapnia znajdujace si¢ w osoczu tworza trzy pule: okoto 46% stanowi
wolny jon wapniowy, okoto 44% jonu wapniowego jest zwiazane z biatkami
osocza, gltownie z albuming i 10% to jon wapniowy wystepujacy w postaci
kompleksow z anionami organicznymi (cytrynianowym, fosforanowym). Fizjo-
logicznie aktywny jest wolny jon wapniowy, w badaniach laboratoryjnych zwa-
ny powszechnie ,,wapniem zjonizowanym”. Stgzenie wolnego jonu wapniowego
jest Scisle regulowane, a jego zmiany wptywaja na wazne procesy fizjologiczne,
takie jak np. przewodnictwo nerwowo-mig$niowe, przepuszczalnos¢ blon pla-
zmatycznych, sekrecja hormonow.

Dobowa podaz wapnia u przecigtnego dorostego cztowieka ocenia si¢ na ok.
25 mmoli (ok. 1 g), z czego w jelitach wchtania si¢ w optymalnych warunkach
20-40%. Znaczna ilo$¢ wapnia znajduje si¢ tez w plynach wydzielanych do
$wiatta przewodu pokarmowego, tak wigc w sumie netto wchlanianie wapnia
ksztattuje si¢ Srednio na poziomie okolo 5 mmol/dobe. Wynika z tego, ze w
warunkach obnizonej podazy wapnia ilo$¢ wydzielana przez przewdd pokarmo-
wy moze przewyzsza¢ ilo$¢ wchlaniang i stosunkowo szybko moze wowczas
dojs¢ do bezwzglednego niedoboru wapnia w organizmie (ryc. 1).

Wolne i1 skompleksowane jony wapniowe ulegaja filtracji w kigbkach ner-
kowych (jest to okolo 250 mmol/24h). 98% jonow wapnia ulega zwrotnej re-
sorpcji w nerce. Odbywa si¢ ona glownie w kanalikach proksymalnych (ok.
65%), gdzie jest $cisle zwiazana z resorpcja jonow sodowych. W dalszych cze-
sciach kanalikow nerkowych resorpcja wapnia jest regulowana przez hormony,
glownie przez parathormon i prawdopodobnie przez 1,25(OH),D;. U zdrowego
cztowieka dobowe wydalanie wapnia z moczem odpowiada ilo$ci wchtanianej w
jelicie (bilans = 0) i wynosi od 2,5 do 7,5 mmol/24h (ryc. 7.1).
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25 mmoli

- krew + tkanki 10 mmoli
10 mmoli miekkie resorpcja
-
A odkladanie
5 mmoli 10 mmoli
245 mmoli
250 mmoli

20 mmoli

5 mmoli

Ryc. 7.1. Bilans wapnia

7.2. Hormonalna regulacja st¢zenia wapnia

Gloéwne znaczenie w utrzymaniu homeostazy wapnia w ptynie pozakomor-
kowym odgrywaja dwa hormony - parathormon (PTH) i 1,25(OH),Ds, ktorych
dziatanie podwyzsza poziom jonéw wapniowych. Jedynym hormonem o dziata-
niu hipokalcemizujacym jest kalcytonina, ale jej rola fizjologiczna pozostaje
niejasna.

7.2.1. Regulacja sekrecji PTH.

Parathormon jest wytwarzany w gruczotach przytarczycznych. Posta¢ wy-
dzielana do krwi zbudowana jest z 84 aminokwasow (1-84 PTH), z czego 34
pierwsze aminokwasy odcinka N-terminalnego odpowiadaja za wiasciwa ak-
tywno$¢ biologiczng PTH. Okres pottrwania PTH we krwi (t;,,) wynosi <5 mi-
nut.

Najwazniejszym czynnikiem regulujacym wydzielanie PTH jest st¢zenie
wolnych jonéw wapniowych w ptynie pozakomorkowym. Posrednicza w tym
receptory wapniowe (Ca-R) znajdujace si¢ w btonach komérkowych komorek
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przytarczyc. Niski poziom wapnia stymuluje wydzielanie czasteczek 1-84 PTH.
Pobudzenie receptora przez wysokie stezenie jonéw wapniowych indukuje ka-
skade sygnatow prowadzacych do zahamowania nie tylko produkcji i sekrecji
PTH, ale do degradacji wewnatrzkomérkowej juz wytworzonego PTH. Krzywa
zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem wolnego jonu wapniowego, a iloécig wydziela-
nego PTH ma charakter sigmoidalny (ryc. 7.2).

— . — — zakres wartosci
25 100 hY prawidlowych
:d \

E 'E g ?5 + ll'-l

= E& .

¢ 5% 50t - §

= E= e

5 FS ———
i% 25¢
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05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

stezenie Ca*Z wa krwi

Ryc. 7.2. Zaleznos¢ pomigdzy wydzielaniem PTH przez przytarczyce i st¢zeniem wol-
nego jonu wapniowego we krwi.

Mutacje zmieniajace wrazliwo$¢ Ca-R na jony wapniowe moga by¢ przy-
czyna wrodzonych hiper- lub hipokalcemii, zazwyczaj asymptomatycznych.
Czesciej wystgpuja mutacje inaktywujace (obnizona wrazliwos$¢ Ca-R), ktore
powoduja rodzinng hipokalciuryczng hiperkalcemie¢ (FHH). Poziom PTH
moze by¢ w tym wypadku prawidtowy lub nieco podwyzszony. Wydalanie
wapnia z moczem jest nizsze, niz nalezatoby tego oczekiwac, biorac pod uwa-
g¢ stezenie wapnia we krwi. Zaburzenie wymaga réznicowania z pierwotng
nadczynnoscia przytarczyc. W tym celu zaleca si¢ wykonanie pomiaréw ste-
zenia wapnia u krewnych pierwszego stopnia oraz wyliczenie frakcyjnego
wydalania wapnia z moczem (FEc,). Wynik <1% sugeruje FHH (uwaga!
wszystkie parametry musza by¢ wyrazone w tych samych jednostkach).

steenie Ca w moczu ¥ stezenie kreatyniny w surowicy

FEca= % 100%
stezenie Ca w surowicy x steZenie kreatyniny wmoczu
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7.2.2. Efekty biologiczne dziatania PTH

PTH, poprzez specyficzny receptor (PTH-R), wplywa na homeostaze za-
rowno wapnia jak i1 fosforu. Narzadami docelowymi dla PTH sa kosci, nerki i
posrednio przewdd pokarmowy (tab. 7.1, ryc. 7.3).

Tabela 7.1. Wptyw PTH na kosci i nerki

przewlekta ekspozycja na podwyzszony poziom PTH powoduje mobiliza-

Kosci . 2 , .
cje Ca™ z kosci

e wzrost resorpcji zwrotnej Ca™ w kanaliku dystalnym i czesci wstepu-
jacej petli Henlego

e stymulacja aktywnosci 1-o hydrolazy w kanaliku proksymalnym.

Nerki Enzym ten katalizuje przeksztatcenie 25(OH)D; (zapasowa formy wi-
taminy D3) w 1,25(0OH),D; (najbardziej aktywna posta¢ witaminy D;,
stymulujaca wchtanianie wapnia i fosforu z przewodu pokarmowego)

e hamowanie resorpcji zwrotnej fosforanow w kanaliku proksymalnym
(efekt fosfaturyczny)

rﬁ‘l f Cﬂl‘

l

spadek wydalania Ca
* wrrost wydalanla Pl

|

wzrost Ca we Krwi

mebilizacja CaiPi wzrost dek Pi krwi
z kadel wehlanlania CaiPl * ik
w jelicie

Ryec. 7.3. Mechanizm podwyzszania poziomu wapnia we krwi przez PTH
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7.2.3. Rola witaminy D; w homeostazie wapnia

Gléwnym miejscem syntezy najbardziej aktywnej formy witaminy D; - 1,25
dwuhydroksycholekalcyferolu (1,25(OH),Ds, kalcytriol) sa kanaliki proksymal-
ne nerek, gdzie wystepuje specyficzny enzym 1-a hydrolaza, katalizujacy dota-
czanie grupy hydroksylowej do czasteczki 25(OH)D; w pozycji 1. Wytwarzanie
1,25(0OH),D; jest $cisle kontrolowane, a gtéwnymi czynnikami stymulujacymi
1-a hydrolaze sa: podwyzszony poziom PTH, hipofosfatemia i hipokalcemia.

1,25(0OH),D; bierze udziat w utrzymywaniu odpowiedniego st¢zenia jonu
wapniowego w ptynie pozakomorkowym przede wszystkim przez stymulowanie
absorpcji wapnia (i fosforanow) w przewodzie pokarmowym. W stanach deficy-
tu 1,25(OH),D; wchianianiu ulega tylko 10-15% wapnia zawartego w pokar-
mach. Stymulacja wchtaniania wapnia przez 1,25(OH),D; odbywa si¢ przez
pobudzanie syntezy biatka wiazacego wapn w jelicie cienkim — kalbindyny.
1,25(0OH),D; dziala takze na kosci (synergistycznie z parathormonem), stymulu-
jac mobilizacje wapnia 1 fosforanow. Ponadto 1,25(OH),D; jest czynnikiem
hamujacym proliferacje¢ przytarczyc.

Podstawowym badaniem stuzacym do oceny niedoboréw witaminy Dj; jest
jednak pomiar stezenia we krwi nie 1,25(OH),D;, lecz 25(0OH)D;. Postac ta,
syntetyzowana w watrobie z cholekalcyferolu, jest gldowna forma witaminy D; w
krwiobiegu. Wytwarzanie 25(OH)D; nie podlega regulacji — im wigcej witaminy
D; pojawia si¢ w organizmie, tym wigcej powstaje 25(OH)D;. Stgzenie
25(OH)D; wskazuje zatem na stan ,,zapasu” witaminy D w organizmie.

Hipokalcemia spowodowana niedoborem witaminy D; moze prowadzi¢ do
wtornej nadczynnos$ci przytarczyc (ryc. 7.4).

Deficyt witaminy D5
+

Spadek wchianiania
wapnia w jelicie

+

Spadek poziomu Ca
we krwi

i
Sekrecja PTH 111
1

Wtarna nadczynnosé
przytarczyc

Ryc. 7.4 Mechanizm rozwoju wtérnej nadczynnosci przytarczyc w stanie deficytu wita-
miny Ds
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7.2.4. Kalcytonina

Kalcytonina (37-aminokwasowy peptyd) jest wydzielana przez komorki pa-
rafolikularne tarczycy (komorki C) w odpowiedzi na hipokalcemig. Jej t, wy-
nosi okoto 5 minut. Dziatanie farmakologiczne kalcytoniny polega na hamowa-
niu aktywnos$ci osteoklastow, a przez to rowniez uwalniania wapnia z ko$ci.
Fizjologiczna rola kalcytoniny pozostaje niejasna. Brak kalcytoniny (po usunig-
ciu tarczycy) lub jej nadmierna produkcja (u chorych z rakiem rdzeniastym tar-
czycy) nie powoduja odpowiednio hiperkalcemii lub hipokalcemii, ani innych
zaburzen gospodarki mineralnej. By¢é moze odgrywa ona wazne znaczenie w
okresie ciazy i laktacji, poniewaz wowczas wzrasta jej stgzenie we krwi. Pomia-
ry st¢zenia kalcytoniny we krwi sa wykorzystywane glownie w rozpoznawaniu i
monitorowaniu przerostu komorek C i raka rdzeniastego tarczycy.

7.3. Podstawowe badania laboratoryjne stosowane w diagnostyce
zaburzen gospodarki wapniowej.

Tabela 7.2 Podstawowe badania laboratoryjne stosowane z diagnostyce zaburzen gospo-
darki wapniowej

Badanie

Przedziaty wartosci referencyjnych*

Stezenie wapnia catkowitego

8,5 - 10,0 mg/dL (2,12 - 2,62 mmol/L)

Stezenie wapnia zjonizowanego

1,16 - 1,32 mmol/L

Stgzenie PTH 10,65 pg/mL
Stgzenie albuminy 35-50¢g/L
Stgzenie biatka catkowitego 60 - 80 g/L

noworodki
dzieci
dorosli

Stezenie fosforanu nieorganicznego:

4,0 - 8,5 mg/dL (1,29 - 2,75 mmol/L)
3,5-4,5mg/dL (1,13 - 1,45 mmol/L)
3,0 - 4,5 mg/dL (0,97 - 1,45 mmol/L)

Stezenie magnezu

1,9 - 2,5 mg/dL (0,8 - 1 mmol/L)

Wydalanie wapnia z moczem

100 - 250 mg/dobg (2,5-6,2 mmol/dobg)

Wydalanie fosforanéw z moczem

0,42 - 2,2 g/dobe (13,5-70 mmol/dobg)

Klirens kreatyniny

K <40 lat: 88 - 128 mL/min/1,73m’
M <40 lat: 97 - 137 mL/min/1,73m’

Stezenie 25(0OH),D;

10 - 50 ng/mL (25 - 125 nmol/L)

* Przedziaty warto$ci referencyjnych moga rézni¢ si¢ w zaleznosci od stosowanych
metod analitycznych i populacji, dlatego zawsze nalezy odnosi¢ wyniki badan do zakre-
sow podawanych przez laboratorium wykonujace badania.
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7.3.1. Wapn catkowity

Podstawowym badaniem laboratoryjnym w diagnozowaniu zaburzen gospo-
darki wapniowej jest pomiar st¢zenia wapnia catkowitego. Wykonuje si¢ go za
pomoca metod chemicznych. Materiatami jakie moga by¢ uzyte do tego badania
sa surowica lub osocze heparynizowane. Nalezy pamigtaé, ze powszechnie sto-
sowane antykoagulanty (EDTA, cytrynian sodowy, szczawian sodowy) chelatuja
jony wapniowe!

W wielu laboratoriach ustala si¢ tak zwane poziomy krytyczne, czyli stg-
zenia wapnia, ktéore moga stanowi¢ zagrozenie zycia dla pacjenta, i ktore sa
natychmiast przekazywane wtasciwemu lekarzowi. Eksperci College of Ame-
rican Pathologist zalecaja, aby za krytyczne uzna¢ poziomy wapnia catkowi-
tego >13 mg/dL oraz <6 mg/dL (>3,25 mmol/L i <1,5 mmol/L).

Interpretujac wynik nalezy wzia¢ pod uwagg, ze zmiany st¢zenia bialtka
(przede wszystkim albuminy) wplywaja na zmiany st¢zenia wapnia catkowitego,
nie zmieniajac przy tym st¢zenia fizjologicznie istotnego wolnego jonu wapnio-
wego (ryc. 7.5). Hipoalbuminemia jest jedna z najczestszych przyczyn stwier-
dzania obnizonego poziomu wapnia we krwi (tzw. pozornej hipokalcemii).

normoalbuminemia
normaokalcemia

hipoalbuminemia
hipokalcemia

hiperproteinemia
hiperkalcemia

+2
Ca Ca-bialka Ca-aniony

Steienie wapnia calkowitego

Ryc. 7.5. Wptyw zmian stg¢zenia bialek we krwi na st¢zenie wapnia catkowitego.

Prostym sposobem pomagajacym w ocenie kalcemii w stanach hipoalbumi-
nemii jest wyliczenie tzw. stezenia wapnia skorygowanego (Ca-kor) (ryc. 7.6).
Prawidlowy wynik wapnia skorygowanego wskazuje na pozorna hipokalcemig.

[Ca-kor] = [Ca-calkowity] + 0,02 x (40 stedenie albuminy)
mmal/l  mmaolfl all

Ryc. 7.6. Wzor na obliczenie wapnia skorygowanego. Przy wyliczaniu nalezy zachowaé
podane we wzorze jednostki



7. Diagnostyka zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowo-magnezowej 163

7.3.2. Wapn zjonizowany

Obecnie powszechnie dostgpne staly si¢ pomiary st¢zenia wolnego jonu
wapniowego — tzw. wapnia zjonizowanego. Pomiary te przeprowadza si¢ przy
uzyciu elektrod jonoselektywnych. Stgzenie wapnia zjonizowanego jest uwazane
za najlepszy sposob oceny kalcemii, pod warunkiem, ze w badanym materiale
nie dojdzie do zmian pH. Spadek stezenia jonu wodorowego (pHT) lub wzrost
stezenia jonu wodorowego (pHY) powoduja odpowiednio wzrost lub spadek
wigzania jonu wapniowego przez biatka (ryc. 7.7). Dlatego krew do badania
stgzenia wapnia zjonizowanego powinna by¢ pobierana w warunkach anaero-
bowych i probowki powinny by¢ maksymalnie wypelione krwia. Wapn zjoni-
zowany moze by¢ oznaczany w pelnej krwi heparynizowanej, w heparynizowa-
nym osoczu lub w surowicy. W przypadku petnej krwi heparynizowanej badanie
powinno by¢ wykonane najlepiej w ciagu 15 - 30 minut od pobrania krwi, naj-
pozniej w ciagu godziny. Jezeli nie jest to mozliwe, wowczas optymalnym mate-
riatem jest surowica (osocze).

pH T
zasadowica |

pH
kwasica |

Ca-blalka Ca-anlany

Steienie wapnia calkowitego

Ryc. 7.7 Wplyw zmian pH krwi na st¢zenie wapnia zjonizowanego

W warunkach fizjologicznych hiperwentylacja (np. w stanach zdenerwowa-
nia) moze prowadzi¢ do szybkiego wzrostu pH krwi i gwaltownego spadku
stezenia jonow wapniowych. Wzrasta wowczas pobudliwo$¢ nerwowa, co moze
manifestowac si¢ wystapieniem parestezji, napadami padaczki, omdleniami.

7.3.3. PTH

Wskazaniem do oznaczenia stezenia PTH jest wykrycie nieprawidtowej kal-
cemii, kalciurii lub fosfatemii. Wyniki nalezy interpretowac zawsze w odniesieniu
do wspotwystepujacej kalcemii, ktora powinna zosta¢ zmierzona (koniecznie wraz
z albumina) w tej samej probce. Pomiary PTH wykonywane sa za pomoca metod
immunochemicznych. Zasadniczym problemem, zwiazanym z oznaczaniem PTH,
jest obecnos$¢ we krwi C-terminalnych fragmentow PTH, powstajacych w wyniku
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degradacji tego hormonu w watrobie i usuwanych przez nerke. Ich t;, wynosi
okoto 2-3 h i stanowig one od 75 do 95% immunoreaktywnego PTH we krwi.
Pierwsze generacje zestawow do oznaczen PTH zawieraty przeciwciala reagujace
nie tylko z 1-84 PTH, ale tez z fragmentami jego degradacji. Obecnie w po-
wszechnym uzyciu sa juz zestawy diagnostyczne do oznaczen PTH drugiej gene-
racji, pozwalajace na oznaczanie stezen catych, niezdegradowanych czasteczek
PTH, tzw. ,,intact PTH”.

Kroétki okres poltrwania jest podstawa wykonywania tzw. $srédoperacyj-
nych pomiarow PTH podczas resekcji przytarczyc przy zastosowaniu technik
0 minimalnym stopniu inwazyjnosci. Spadek stg¢zenia ,,intact PTH” we krwi
obwodowej o ponad 50% w odniesieniu do wartosci wyjsciowej, po 10 minu-
tach od przeprowadzenia czynnos$ci usunigcia gruczotu, potwierdza skutecz-
no$¢ postgpowania chirurgicznego.

7.4. Hiperkalcemia

Niewielka hiperkalcemia przebiega zazwyczaj asymptomatycznie; przy stg-
zeniach wapnia >12-13 mg/dL (>3 - 3,25 mmol/L) pojawiaja si¢ objawy klinicz-
ne ze strony uktadu nerwowego, pokarmowego, wydalniczego i uktadu krazenia
(tab.7.3). Nalezy jednak podkresli¢, ze objawy te sa niespecyficzne.

Tabela 7.3 Kliniczne objawy hiperkalcemii

Uktad uczucie ciaglego zmeczenia, depresja, splatanie, obnizona zdolno$¢ do
nerwowy | koncentracji uwagi, sennos¢, obnizenie sity migsSniowe;j

Uktad

pokar- zaparcia, anoreksja, mdtosci, wymioty

mowy

Uktad . s . . .
. zwigkszenie ilosci oddawanego moczu (poliuria), wzmozone pragnienie

wydalni- ; . oo . .

o2y (polidypsja), odwodnienie, kamica nerkowa, wapnica nerek

Uktad A . .

krazenia skrécenie odstepu QT w EKG, bradykardia Iub arytmia

Przy poziomie wapnia powyzej 14 - 15 mg/dL (3,5 — 3,75 mmol/L) moze
wystapi¢ tzw. przetom hiperkalcemiczny. Dochodzi wtedy do silnego odwod-
nienia na skutek nerkopochodnej moczéwki (hiperkalcemia zaburza dziatanie
wazopresyny), pojawiaja si¢ zaburzenia $wiadomos$ci ($piaczka) i zaburzenia
rytmu serca (nagte zatrzymanie krazenia). U okoto 20% przypadkéw stwierdza
si¢ ostre zapalenie trzustki.
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7.4.1. Hiperkalcemia nowotworowa

Ocenia sig, ze od 50 do 70% wszystkich stwierdzanych hiperkalcemii sta-
nowig hiperkalcemie nowotworowe. Podwyzszony poziom wapnia wystepuje u
okoto 20% pacjentéw z choroba nowotworowa, najczgsciej w raku piersi, szpi-
czaku mnogim, raku nerki, raku ptaskonabtonkowym ptuc). Okoto potowa hi-
perkalcemii nowotworowych spowodowana jest wydzielaniem przez komorki
nowotworowe czynnikow powodujacych mobilizacje wapnia z kosci (ztosliwa
hiperkalcemia humoralna). Glownie jest to tzw. biatko spokrewnione z PTH
(ang. PTH-related protein, PTH-rp), ktorego sekwencja aminokwasoéw na od-
cinku N-terminalnym jest homologiczna do sekwencji PTH i rozpoznawana
przez receptory PTH. Rzadziej dochodzi do ekotopowego wydzielania PTH.
Ponadto komorki nowotworowe moga wydziela¢ 1,25(OH),Ds;. Druga gléwna
przyczyna hiperkalcemii nowotworowej sa przerzuty do kosci. Hiperkalcemia
nowotworowa moze rozwijac si¢ bardzo szybko (zagrozenie przetomem hiper-
kalcemicznym).

W hiperkalcemii nowotworowej wydzielanie PTH przez przytarczyce jest
zahamowane; poziom PTH moze by¢ obnizony lub bliski dolnej granicy prze-
dziatu wartosci prawidtowych.

7.4.2. Pierwotna nadczynnos¢ przytarczyc (PNP)

Pierwotna nadczynnos$¢ przytarczyc (okoto 20% stwierdzanych hiperkalce-
mii) polega na nadmiernym i rozkojarzonym (nieadekwatnym do poziomu wap-
nia) wydzielaniu PTH przez przytarczyce. Konsekwencja tego jest hiperkalce-
mia, spowodowana nadmierna mobilizacja wapnia z kosci. PNP jest obecnie
postrzegana jako trzecia, po cukrzycy i chorobach tarczycy, najpowszechniej
wystepujaca endokrynopatia. Dotyka ona najczg$ciej kobiet w wieku >50 lat (u
kobiet czgstos¢ ocenia si¢ od 1/700 do 1/1000), u mezczyzn wystepuje okoto 4-
ro krotnie rzadziej. Najczestsza przyczyna PNP sa gruczolaki przytarczyc (80-
85% - pojedyncze, 5% - mnogie). Okoto 15% PNP rozwija si¢ na skutek przero-
stu gruczotow przytarczycznych. Rak przytarczyc jest przyczyna ok. 0,5% przy-
padkéw PNP. Coraz czestsze wlaczanie pomiaréw stezenia wapnia do podsta-
wowego panelu badan laboratoryjnych spowodowato, ze obecnie wigkszos¢
chorych z PNP (>80%) w momencie diagnozy nie ma jeszcze objawow klinicz-
nych hiperkalcemii. W badaniach laboratoryjnych obok wysokiego poziomu
wapnia wystepuje wysoki poziom PTH, natomiast poziom fosforanéw jest cze-
sto bliski dolnej granicy przedziatu warto$ci prawidtowych lub nieco obnizony.
Wydalanie zaréwno wapnia* jak i fosforanow z moczem jest wysokie (*ilos$¢
jonéw wapniowych ulegajacych filtracji przewaza nad zdolno$cig stymulacji
resorpcji zwrotnej wapnia w nerce przez PTH). Zaawansowana pierwotna nad-
czynno$¢ przytarczyc wywotuje podokostnowa resorpcje kosci (bole kostne,
trudno$ci w chodzeniu), kamicg nerkowa, wapnice nerek, chorobg wrzodowa,
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zaburzenia koncentracji, depresjg. U okoto 40% chorych wystepuje nictolerancja
glukozy.

Stosowanym obecnie sposobem leczenia PNP jest postepowanie operacyj-
ne (paratyreoidektomia). Kryteria kwalifikacji pacjenta do zabiegu paratyreo-
idektomii oparte sa na ocenie biochemicznej [stgzenie wapnia >11,4 mg/dL
(2,85 mmol/L), lub wydalanie wapnia z moczem >400 mg/dobg (10
mmol/dobg), lub filtracja ktgbkowa <60 mL/min)] lub na podstawie obrazu
klinicznego (wczesna kamica nerkowa lub wapnica nerek, wiek ponizej 50 lat,
lub osteoporoza, zar6wno przebiegajaca ze zlamaniami jaki i stwierdzona
tylko badaniem densytometrycznym).

Chorzy nie leczeni operacyjnie wymagaja okresowego monitorowania (co
6-12 miesigcy) obejmujacego oznaczenie wapnia i PTH w surowicy oraz ba-
danie densytometryczne koSci promieniowej umozliwiajace oceng postgpu
choroby.

7.4.3. Diagnostyka roinicowa hiperkalcemii

W diagnostyce roznicowej nalezy wzia¢ pod uwage jeszcze inne mozliwe
przyczyny hiperkalcemii (tab. 7.4, ryc. 7.8).

Tabela 7.4. Rzadziej spotykane przyczyny hiperkalcemii.

Przyczyna Mechanizm rozwoju hiperkalcemii
Choroby ziarniniakowate wzrost syntezy 1,25(OH)D; w ziarniniakach
(sarkoidoza, gruzlica) zwigksza wchianianie wapnia w jelitach

wzrost resorpcji kosci pod wplywem wysokiego

Tyreotoksykoza . ,
poziomu hormondw tarczycy
Zatrucie witaming D wzrost wchlaniania wapnia w jelitach
wzrost wchianiania wapnia - niekontrolowane
Nadmierna podaz wapnia stosowanie preparatow wapnia (np. srodkow alka-
lizujacych)
Leczenie solami litu wzrost wydzielania PTH
Choroba Pageta wzmozone uwalnianie wapnia z ko$ci

FHH inaktywujaca mutacja receptora wapniowego
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Ryc. 7.8 Jeden z mozliwych schematow diagnostyki réoznicowej hiperkalcemii.
PNP — pierwotna nadczynno$¢ przytarczyc
FHH — rodzinna hipokalciuryczna hiperkalcemia

7.5. Hipokalcemia

Generalnie, hipokalcemia jest rzadziej spotykana niz hiperkalcemia. Naj-
czestsza przyczyna niskiego poziomu wapnia calkowitego we krwi jest hipoal-
buminemia (np. w marskosci watroby, zespole nerczycowym, niedozywieniu).
W przypadku, kiedy stgzenie wapnia zjonizowanego jest prawidtowe, hipokal-
cemia nie wymaga leczenia. Objawy kliniczne rzeczywistej hipokalcemii sg
charakterystyczne i zwigzane ze wzrostem pobudliwosci nerwowej. Naleza do
nich tezyczka, skurcze dtoni i stop, drgawki, splatanie, otgpienie, halucynacje,
obnizona kurczliwo$¢ migénia sercowego, spadek cisnienia krwi.

U chorych poddanych zabiegom operacyjnym w celu leczenia nadczynno-
$ci tarczycy lub przytarczyc moze dochodzi¢ do gwattownej remineralizacji
kosci, co powoduje nagty spadek poziomu wapnia (,,zesp6t gtodnych kosci”) i
pojawienie si¢ klinicznych objawow hipokalcemii.

Przewlekla hipokalcemia najcze$ciej jest spowodowana przez zaburzenia
syntezy, sekrecji lub dzialania PTH albo 1,25(OH),Ds, lub obu tych hormonow
(tab. 7.5).
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Tabela 7.5. Przyczyny i mechanizmy rozwoju hipokalcemii

Przyczyna Mechanizm rozwoju hipokalcemii

czgsto pooperacyjna (po tyreoidektomii, paratyreoidek-
Niedoczynno$¢ przytarczyc | tomii, po operacjach z powodu nowotwordw szyi i glo-
(destrukcja przytarczyc) Wwy), po napromienianiu, w przebiegu infekcji, w wyniku
chordb autoimmunologicznych

obwodowa oporno$¢ na PTH — przy podwyzszonym
Rzekoma  niedoczynnos$¢ | poziomie krazacego PTH profil biochemiczny jest typo-
przytarczyc wy dla niedoczynno$ci przytarczyc — wystepuje hipokal-
cemia i hiperfosfatemia

choroby uposledzajace funkcje jelita cienkiego i dwu-
Obnizone wchlanianie | nastnicy — celiakia, choroba wrzodowa, choroba Le-
wapnia $niewskiego-Crohna, dtugotrwate Zywienie pozajelitowe,
zabiegi resekcji jelit

Niedobér magnezu upos$ledzona sekrecja PTH i zahamowany wptyw PTH

na kosci
Niedobor witaminy Ds obnizone wchlanianie wapnia
Leki barbiturany hamuja syntez¢ 25(OH)D; w watrobie
Hiperfosfatemia wigzanie wapnia przez fosforany
Ostre zapalenie trzustki wigzanie wapnia przez wolne kwasy thuszczowe

W niedoczynnos$ci przytarczyc wydalanie wapnia z moczem jest zazwy-
czaj prawidtowe (z wyjatkiem bardzo niskich st¢zen wapnia) na skutek braku
regulacji resorpcji zwrotnej wapnia przez PTH w kanalikach nerkowych.

7.5.1. Wtorna nadczynnosé priytarczyc

Wtdrna nadczynnos$¢ przytarczyc rozwija si¢ w odpowiedzi na przewlekia
hipokalcemi¢. Zaawansowana wtorna nadczynno$¢ przytarczyc moze by¢ po-
wiazana z hipertrofia i hiperplazja przytarczyc. Najczestszymi przyczynami
wtornej nadczynnos$ci przytarczyc sa: przewlekta niewydolnos¢ nerek (PNN)
(ryc. 7.9), niedobdr witaminy D; (ryc. 7.4), zespoly ztego wchianiania.

W PNN poziomy PTH moga przekracza¢ 1000 pg/mL. W zwiazku z zabu-
rzeniami wydzielania PTH u chorych z PNN rozwija si¢ osteodystrofia nerkowa,
ktora moze by¢ zwiagzana z podwyzszonym (wldknisto-torbielowate zwtoknienie
kosci) lub obnizonym (adynamiczna choroba kosci) obrotem kostnym. Zapobie-
ganie osteodystrofii nerkowej wymaga utrzymywania u chorych z PNN pozio-
mow PTH w okre$lonych zakresach stgzen, odpowiednich do stadium niewy-
dolnoéci nerek (tab. 7.6).
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Ryc. 7.9. Mechanizm rozwoju wtornej nadczynnosci przytarczyc w PNN.

Nalezy podkresli¢, ze w przypadku oznaczen PTH u pacjentow z PNN dia-
gnosci laboratoryjni powinni zweryfikowaé, czy metoda oznaczania PTH stoso-
wana w ich laboratorium spetnia zalecenia KDOQI. Nalezy tez mie¢ $wiado-
mos¢, ze przedstawione powyzej zalecenia moga ulec zmianie.

Tabela 7.6. Docelowe zakresy st¢zen ,,intact PTH” we krwi u chorych z PNN w zalezno-
$ci od etapu niewydolnosci nerek, zalecane przez The National Kidney Foundation Kid-
ney Disease Outcomes Quality Initiative (NFK-KDOQI)

GFR (mL/min/m?) Docelowy ,intact PTH” (pg/mL)
30-59 35-70

15-29 70-110

<15 lub dializy 150-300

7.6. Fosfor w organizmie

W ciele dorostego cztowieka znajduje sie¢ okoto 600 g (19,4 mola) fosforu,
bedacego sktadnikiem fosforandw organicznych i nieorganicznych. Z tego 85%
zgromadzone jest w kosciach, 15 % w tkankach migkkich i 1% w plynie poza-
komoérkowym. W komorkach fosfor jest kluczowym sktadnikiem m. in. zwiaz-
kéw przenoszacych energie (ATP, fosfokreatyny), fosfolipidow, nukleotydow,
dlatego jego niedobor uposledza wiele proceséw fizjologicznych takich jak np.
kurczliwo$¢ migs$ni, transport przez btony, dziatanie uktadu nerwowego, prze-
bieg reakcji enzymatycznych.
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Okoto 70% fosforu znajdujacego si¢ we krwi wchodzi w sktad zwiazkoéw
organicznych (fosfolipidow), reszta stanowi tak zwany fosforan nieorganiczny.
Sktadaja si¢ na niego jony H,PO, i HPO,*. Sa one zrodtem fosforanow dla
uktadu kostnego i innych tkanek. W badaniach rutynowych, we krwi mierzy si¢
wilasnie poziom fosforanu nieorganicznego.

Przecigtna podaz fosforanéw z dieta wynosi ok. 1200 mg/dobe (ryc.7.10).
Wigkszos¢ fosforandw (70%) wchiania sie poprzez pasywna dyfuzje, zatem w
tym wypadku ilo$¢ wchtaniana rosnie wraz ze wzrostem zawartosci fosforanow
w diecie. Czg$¢ fosforanéw wchlania sig tez na drodze zaleznej od 1,25(OH),D;.
W sytuacji niedoboru fosforanéw wzrasta synteza 1,25(OH),D; i zwigksza si¢
wchlanianie fosforanow z przewodu pokarmowego. Wydalanie fosforanéw z
moczem stanowi gtowny mechanizm regulacji st¢zenia fosforanéw we krwi.
Filtracji ulegaja jony fosforanowe niezwiazane z biatkami (okoto 80% fosfora-
néw we krwi). Okoto 75% przefiltrowanych fosforanow ulega resorpcji zwrotnej
w kanalikach proksymalnych, 5-25% jest resorbowane w dalszych odcinkach
nefronu. W stanie rownowagi ilo$¢ fosforanéw wydalanych z moczem jest row-
na ilo$ci fosforanow wchionigtych z przewodu pokarmowego. PTH odgrywa
kluczowa role w regulacji stezenia fosforanow we krwi, wplywajac na wartosc¢
transportu maksymalnego (maksymalna ilo§¢ fosforanow, jaka moze by¢ zwrot-
nie wchtonigta przez kanaliki nerkowe).

Dieta 1200 myg
PWHK
Easadlowica eddechewa [ "
| - 1 Daflcg 03

Podai glukory Insulinstrapla hw'“!"" mincZAnows zl.flnlrl||':lu,-:|i.|
Tospdl qlodnych kedcl Kwasica oddschewa wehlamiania
| Wysilek ] | Mueietics cukazyesna | Alkshalizm

Filtragja T000 mg h Wehlanianie 200 mg "

D —

Resorpcja
Twretna 6300 mg

Sekrec|a 200 mg

FHP

DHuneza asmmokycna
Alkohalizm

Tespdl Fancenlago

250 mg
Rezarpcja
z kasci

Budawa kegei

'\—

KosCl 500 mg

Ryc. 7.10 Dobowy bilans fosforu w organizmie

Czerwonym kolorem opisano przyczyny zaburzen homeostazy fosforanowej. PWK —
ptyn wewnatrzkomoérkowy, PPK — plyn pozakomorkowy, PNP — nadczynno$é przytar-
czyc
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7.7. Pomiary stezenia fosforanow

Metody stosowane do pomiaréw stezen fosforanu nieorganicznego we krwi
oparte sa na zdolnosci reakcji jonéw fosforanowych z molibdenianiem amonu i
tworzenia kolorowych kompleksow fosfomolibdenianu. Antykoagulanty interfe-
ruja w ten proces, dlatego, podobnie jak w przypadku pomiarow wapnia, mate-
riatem do badan moze by¢ surowica lub heparynizowane osocze. Trzeba jednak
pamigtac, ze poziomy fosforanow w osoczu sg nizsze niz w surowicy, dlatego
wyniki nalezy odnosi¢ do odpowiednich zakresow wartosci referencyjnych.
Jednym z najczestszych bledow przedlaboratoryjnych wystepujacych podczas
mierzenia stgzenia fosforanow jest niewlasciwe/zbyt dilugie przechowywanie
probki. Dlatego, jezeli badanie nie moze by¢ wykonane w ciagu kilku godzin od
pobrania krwi, najwlasciwszym sposobem przechowywania materiatu jest od-
dzielenie surowicy i umieszczenie jej w temperaturze lodowki (ewentualnie
zamrozenie). Niedopuszczalne jest wykonywanie badan w probce zhemolizowa-
nej (z erytrocytow uwalnia si¢ bardzo duza ilos¢ fosforanow). Stgzenie fosforanu
nieorganicznego we krwi istotnie zmienia si¢ wraz z wiekiem (tab. 7.2).

Poziom fosforanéw we krwi ro§nie w okresie laktacji. Kobieta traci wow-
czas okoto 1,4 mmola fosforanéw na dobe — stezenie fosforanow w mleku
wynosi 1,8 mmol/L.

7.8. Hipofosfatemia

Stosunkowo wydajne wchianianie fosforanow w jelicie i ich duza zawarto$¢
w pokarmach sprawiaja, ze w normalnych warunkach rzadko dochodzi do nie-
doboru fosforanow. Moze on jednak wystapi¢ w stanie niedozywienia lub zabu-
rzen wchianiania (alkoholizm, zespoly zlego wchianiania, Zywienie pozajelito-
we, przewlekte biegunki, wymioty, deficyt witaminy D;) lub w sytuacji wzmo-
zonej utraty fosforanéw z moczem (ryc. 7.10). U pacjentéw hospitalizowanych
hipofosfatemia wystepuje do$¢ czesto (ok. 2%).

Stezenie fosforanu nieorganicznego we krwi nie zawsze odzwierciedla stan
zasobow fosforanéw w komorkach, dlatego interpretacja wynikow st¢zenia fos-
foranu wymaga uwzglednienia stanu klinicznego pacjenta.

Powazne skutki moze wywota¢ hipofosfatemia spowodowana naglym wzro-
stem wychwytu fosforanow przez komorki, w odpowiedzi na zwigkszony meta-
bolizm glukozy (ryc. 7.10). Moze to nastapi¢ po podaniu glukozy osobie chro-
nicznie niedozywionej, w stanie zasadowicy oddechowej (spadek stezenia jonow
wodorowych aktywuje enzym fosfofruktokinazg i przyspiesza procesy fosfory-
lacji glukozy) lub na skutek intensywnego wysitku fizycznego (np. u maraton-
czykow).
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Do wzmozonego wydalania fosforanow z moczem dochodzi w nadczynnosci
przytarczyc (z wyjatkiem wtornej nadczynno$ci przytarczyc u chorych z PNN)
oraz na skutek diurezy osmotycznej u chorych na cukrzycg.

Hipofostatemia moze by¢ spowodowana zaburzeniami czynno$ci kanalikow
proksymalnych, okre$lanych jako zespdt Fanconiego (glikozuria, uogdlniona
aminoacyduria, kwasica kanalikowa proksymalna) (ryc. 7.10). Moze by¢ to za-
burzenie wrodzone lub wywotane zatruciami zwigzkami neurotoksycznymi.

Kliniczne objawy hipofosfatemii sa wypadkowa czasu trwania i bezwzgled-
nego deficytu fosforanu. Spadek stezenia fosforanu <1,5 mg/dL (0,48 mmola/L)
moze wywota¢ powazne zaburzenia funkcji wielu narzadow (tab. 7.7).

Tabela 7.7 Kliniczne objawy hipofosfatemii

Uktad zaburzenia szlaku gli- ostabienie sily THESnIOWE], nlevyy.dolr}osc

. . oddechowa, zmniejszenie pojemnosci minu-
migsniowy | kolizy, ATP J -

towe] serca

Uk%e}d ’ 2.3 difosfoglicerol 4 Wzrost pqwmowactwa hemoglobiny do tlenu —
krwiono$ny niedotlenienie tkanek
Uktad ATP . . o
nerwowy niedotlenienie hiperwentylacja, drgawki, $piaczka
Uktad zaburzenia mineraliza- . L . i
Kostny ji Kosci krzywica (dzieci) i osteomalacja (dorosli)

Przy spadku stezenia fosforanow <Img/dL (<0,32 mmol/L) moze dojs¢ do
rabdomiolizy, a przy stezeniu fosforanéw <0,5 mg/dL (<0,16 mmol/L) mozli-
wa jest hemoliza erytrocytow.

7.9. Hiperfosfatemia

Hiperfosfatemia najczesciej jest spowodowana niewydolnoscia nerek (tab.
7.8). Moze by¢ tez efektem przesunigcia fosforanow z wngtrza komorek do ply-
nu pozakomoérkowego (tab. 7.8, ryc. 7.10), nadmierna podaza fosforandéw i in-
nymi rzadziej wystgpujacymi przyczynami.

Objawy kliniczne hiperfosfatemii zwiazane sa z tworzeniem przez fosforany
nierozpuszczalnych kompleksow z jonami wapniowymi (fosforan wapnia
Ca;3(PO,),). W stanach przewleklej hiperfosfatemii — np. u chorych z PNN, do-
chodzi do odktadania si¢ soli wapnia (wapnienia ekotopowe) w skorze, naczy-
niach krwiono$nych, spojowkach, mig$niu sercowym. Nagly wzrost stgzenia
fosforané6w — np. u niemowlat karmionych krowim mlekiem, powoduje szybki
spadek st¢zenia jonow wapniowych i moze skutkowac¢ wystapieniem tezyczki.
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Tabela 7.8 Przyczyny i mechanizmy rozwoju hiperfosfatemii

Przyczyna

Mechanizm rozwoju hiperfosfatemii

Niewydolnos¢ nerek (ostra,
przewlekta)

niezdolno$¢ nerek do wydalenia takiej ilosci fosfora-
now, jaka jest wchianiana w jelicie

Niedoczynno$¢ przytarczyc/
rzekoma niedoczynnos¢ przy-
tarczyc

brak fosfaturycznego efektu dziatania PTH

Kwasica (mleczanowa, cukrzy-
cowa, oddechowa)

wzrost hydrolizy fosforanow organicznych wewnatrz
komorek — przesunigcie jonow fosforanowych do
ptynu pozakomoérkowego (ryc. 7.10)

Akromegalia

zwigkszenie transportu maksymalnego fosforanow
przez insulino-podobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1)

Rabdomioliza, hemoliza we-
wnatrznaczyniowa, leczenie

uwalnianie fosforanéw z rozpadajacych si¢ komorek

cytostatykami (zespot lizy
guza), biataczki, chtoniaki.

wzmozone wchtanianie fosforanow z przewodu po-

Zatrucie witamina D; Karmowego

U chorych na cukrzyce, w stanie kwasicy ketonowej przesunigcie fosfora-
now z komorek do ptynu pozakomoérkowego moze maskowac niedobor fosfo-
ranow. Podanie insuliny uruchamia metabolizm glukozy i zwigksza zuzycie
fosforanu w komorkach, przez co moze dojs¢ do powaznej hipofosfatemii.

7.10. Magnez w organizmie

Magnez, pod wzgledem iloSciowym, jest czwartym kationem w organizmie
czlowieka i drugim (po potasie) kationem wewnatrzkomoérkowym. W ciele do-
rostego cztowieka znajduje si¢ ok. 25 g (1,03 mola). 55% magnezu zgromadzo-
ne jest w kosciach, 45% wewnatrz komorek 1 1% w ptynie pozakomorkowym.
Wewnatrz komorek magnez jest kofaktorem ponad 300 enzyméw, migdzy in-
nymi cyklazy adenylowej, kinazy kreatynowe;j, fosfofruktokinazy. Bierze udziat
w transporcie przez blony, fosforylacji oksydatywnej, biosyntezie biatek, po-
dziale komoérek. Wszystkie reakcje z udzialem ATP przebiegaja w obecnosci
jonow magnezu (80% Mg w cytozolu jest zwiazane z ATP). Magnez w plynie
pozakomoérkowym, poza tym, ze zapewnia odpowiednia podaz magnezu dla
komorek, bierze udziat w przewodnictwie nerwowym. Okoto 55% magnezu
znajdujacego si¢ w ptynie pozakomorkowym wystepuje w postaci biologicznie
aktywnych wolnych jonéw magnezowych, 30% magnezu jest zwiazane z bial-
kami, glownie z albumina, a okoto 15% wystgpuje w postaci kompleksow z
anionami nieorganicznymi.



174 Malgorzata Wroblewska

Dobowe zapotrzebowanie na magnez u dorostych to okoto 300 — 350 mg, u
mtodziezy i kobiet w ciazy okoto 400 — 700 mg. Magnez jest wchianiany glow-
nie w dalszych odcinkach jelita cienkiego. W warunkach niedoboru magnezu w
diecie wchianianie magnezu wzrasta, natomiast przy duzej podazy magnezu
wchianianie spada, odpowiednio do 75% i 25% zawarto$ci w pokarmach. Ho-
meostaza magnezu jest wypadkowa pomigdzy wchtanianiem jelitowym i wyda-
laniem z moczem (filtracji ulegaja wolne jony magnezowe i magnez skomplek-
sowany). Srednio okoto 90-95% przesaczonego magnezu ulega resorpcji zwrot-
nej, glownie w czgsciach wstepujacych petli Henlego (60-70%) i w kanalikach
proksymalnych (15-20%). W stanach niedoboru magnezu resorpcja zwrotna
magnezu wzrasta. Przy nadmiarze magnezu nerki moga wydala¢ nawet 70%
przesaczonego magnezu. Stosunkowo duze ilo$ci magnezu moga by¢ tracone z
potem.

7.11. Pomiary st¢zenia magnezu

Podstawowym badaniem laboratoryjnym w diagnozowaniu zaburzen gospo-
darki magnezem jest pomiar stgzenia magnezu catkowitego, dokonywany glow-
nie za pomoca réznych metod chemicznych. Dostepne sa tez pomiary magnezu
zjonizowanego, wykonywane za pomocg elektrod jonoselektywnych. Materia-
fem preferowanym do oznaczen jest surowica lub ewentualnie heparynizowane
osocze. Podobnie jak w przypadku pomiaréw wapnia, niedopuszczalne jest sto-
sowanie koagulantéw takich jak EDTA, cytrynian sodowy czy szczawian sodo-
wy, poniewaz wigza one jony magnezowe. Podczas hemolizy z erytrocytow
uwalniaja si¢ duze ilo$ci magnezu. Takze dtuzsze przechowywanie pelnej krwi
moze spowodowaé uzyskanie falszywie wysokiego wyniku stezenia magnezu.

7.12. Hipomagnezemia

Obnizony poziom magnezu najczg¢sciej ma charakter wtorny; wystgpuje u 10
— 20% pacjentdw hospitalizowanych, a na oddziatach intensywnej opieki u 50-
60% chorych. Glowne przyczyny hipomagnezemii to utrata magnezu droga
przewodu pokarmowego lub przez nerki oraz niedostateczna podaz/wchtanianie
magnezu. Hipomagnezemia moze by¢ tez efektem przesunigcia jonéw magne-
zowych z ptynu pozakomoérkowego do komorek (tab. 7.9).

Hipomagnezemia hamuje aktywno$é¢ pompy sodowo-potasowej (Na', K'-
ATPazy) w btonach komorkowych, co skutkuje wyciekaniem z komorek jonow
K', ktore sa nastepnie tracone z moczem (hipmagnezemia uposledza resorpcje
zwrotna potasu). Ponadto hipomagnezemia moze doprowadzi¢ do hipokalcemii,
poniewaz brak magnezu uposledza sekrecje PTH. Tak wigc kliniczne objawy
zawansowanej hipomagnezemii sa suma bezposrednich efektow braku magnezu
i skutkow hipokaliemii i hipokalcemii. Te ostatnie moga spowodowac¢ powazne
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zaburzenia rytmu serca. Ze strony uktadu nerwowego hipomagnezemia objawia
si¢ nadwrazliwo$cia nerwowo-migsniowa (tezyczka), depresja, apatia, splata-

niem.

Tabela 7.9. Przyczyny hipomagnezemii.

Utrata Mg przez nerki

diureza osmotyczna (cukrzyca), wzrost objgtosci
ptynu pozakomorkowego (infuzje ptynow), leczenie
diuretynami pgtlowymi, choroby nerek, hiperaldoste-
ronizm, nadczynno$¢ przytarczyc, leki nefrotoksycz-
ne

Zaburzenia wchianiania Mg

przewlekte biegunki, zespoty zlego wchianiania (ce-
liakia), choroby jelit, resekcja jelita, naduzywanie
$rodkow przeczyszczajacych

Niedostateczna podaz Mg

alkoholizm, przewlekle niedozywienie, zywienie
pozajelitowe

Przesunigcie Mg z plynu
pozakomorkowego do wng-
trza komorek

zespot glodnych kosci, insulinoterapia w kwasicy
cukrzycowej, podaz glukozy osobie niedozywionej,
ostre zapalenie trzustki, stan po zawale mig$nia ser-
cowego

Hipomagnezemia moze by¢ uwarunkowana genetycznym zaburzeniem
wchtaniania magnezu w jelicie (rodzinna pierwotna hipomagnezemia) lub
genetycznym zaburzeniem reabsorpcji zwrotnej magnezu w kanalikach ner-
kowych (rodzinna magnezuryczna hipomagnezemia).

7.13. Hipermagnezemia

Nerki bardzo wydajnie usuwajgq nadmiar magnezu z organizmu, dlatego hi-
permagnezemia w praktyce dotyczy pacjentdw z niewydolnoscia nerek lub rza-
dziej pacjentdw leczonych magnezem (np. stany przedrzucawkowe). Objawy
hipermagnezemii nasilaja si¢ wraz ze wzrostem poziomu magnezu (tab. 7.10).

Tabela 7.10 Objawy kliniczne hipermagnezemii

Poziom magnezu we krwi

Objawy Kkliniczne

>1,5 mmol/L <2 mmol/L

zazwyczaj brak

>2-3 mmol/L <3 mmol/L

zmniejszenie glgbokich odruchow $ciggnistych,
sennosc, $piaczka

>3 mmol/L <5 mmol/L

zanik odruchow $ciegnistych, bradykardia, hipo-
tonia, wydtuzenie odstegpu PR i QT

>5 mmol/L

porazenie wiotkie migsni, brak przewodnictwa
elektrycznego w sercu (zgon)
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8. PODSTAWY LABORATORYJNEJ DIAGNOSTYKI
HEMATOLOGICZNEJ

Anna Raszeja-Specht, Agnieszka Jankowska-Kulawy

Krew jest plynna tkanka, ztozona z elementow morfotycznych i osocza.
Osocze sktada si¢ glownie z wody, bialek (albuminy, globulin, fibrynogenu),
enzymow, hormonow, ttuszczow, elektrolitow — makro i mikroelementdéw (sdd,
potas, chlorki, magnez, wapn, zelazo i inne). W organizmie dorostego cztowie-
ka znajduje si¢ 3,8 — 5,4 litréw krwi, co stanowi okoto 8% wagi ciala, w tym
45% stanowia elementy komorkowe, a 55% osocze.

Krew petni funkcje transportowa i odpornosciowa, a jej komorkowe i oso-
czowe sktadniki biorg udziat w krzepnigciu krwi. Ogolne badanie krwi obejmu-
je oznaczanie szybkos$ci opadania krwinek czerwonych (OB) oraz obj¢tosci krwi
krazacej (nomogramy, metody barwnikowe lub izotopowe). Laboratoryjna dia-
gnostyka hematologiczna obejmuje oceng uktadu czerwonokrwinkowego, biato-
krwinkowego 1 ptytkotworczego, wykorzystujac réznorodne metody badawcze.
Do swoistych metod w diagnostyce hematologicznej mozna zaliczy¢ badania
cytologiczne, cytochemiczne, cytogenetyczne, immunologiczne oraz proby
czynno$ciowe krwinek biatych i metabolizmu zelaza.

8.1. Hematopoeza

Obecnie wiadomo, ze elementem wyjSciowym dla wszystkich linii komor-
kowych sa komorki macierzyste krwiotworzenia. Glowna cecha komorek macie-
rzystych jest ich zdolno$¢ do samoodnawiania oraz réznicowania si¢, a kolejne
podziaty prowadza do powstawania komorek coraz bardziej dojrzatych - az do
stadium komorek koncowych (np. neutrofile, bazofile, eozynofile). Komorki
macierzyste krwiotworcze roznicujq sig stopniowo w kierunku 11 gtéwnych linii
komorkowych, poczatkowo w kierunku komoérek macierzystych mielopoezy i
limfopoezy. W nastgpnej kolejnosci z komorek mielopoetycznych powstaja li-
nie: erytropoetyczna, megakariopoetyczna (ptytkotworcza), neutrofilopoetyczna,
makrofagopoetyczna, eozynofilopoetyczna, bazofilopoetyczna i linia komorek
tucznych. Z komorek limfopoetycznych powstaja linie limfocytow T i B oraz
limfocytow NK (naturalnie cytotoksycznych). Dodatkowym elementem sg ko-
morki dendrytyczne 1 i II, powstajace zarbwno w procesie mielopoezy jak i
limfopoezy. Szczegdtowe omowienie procesow hematopoezy wykracza poza
zakres opracowania, nie mniej jednak rycina 8.1 przedstawia wspotczesny
schemat rdznicowania komoérek macierzystych ukltadu krwiotworczego, utatwia
zrozumienie powyzszych zagadnien i znajduje zastosowanie w diagnostyce la-
boratoryjne;j.

Krwiotworcze komorki macierzyste tworza klony komorek potomnych, kto-
re po zuzyciu zastgpowane sa przez kolejne klony wywodzace si¢ z aktywowa-
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nych komoérek macierzystych. Proces produkcji przebiega stopniowo, poprzez

stadia komorek ukierunkowanych (progenitorowych) i prekursorowych, az do

postaci koncowych — komorek dojrzatych, tatwo rozpoznawanych w obrazie
mikroskopowym. Roézne rodzaje komoérek macierzystych i1 ukierunkowanych
morfologicznie nie rdznig sig¢ od siebie 1 przypominaja limfocyty.

Replikacja komorek macierzystych odbywa sig przez cate zycie i w tym cza-
sie kazda z nich odbywa kilkadziesiat podzialdéw. Mechanizmy kontrolujace
replikacje komorek macierzystych sa jak dotad malo poznane, ale zaburzenia
replikacji prowadza do rozwoju wielu schorzen uktadu krwiotworczego. Zaha-
mowanie replikacji moze by¢ powodem cigzkiej aplazji szpiku kostnego, za$
nadmierna niekontrolowana proliferacja klonalna moze by¢ przyczyna chordb
rozrostowych jak np. ostrej biataczki szpikowe;.

Badania ostatnich lat wydaja si¢ dowodzi¢, ze hematopoeza jest procesem w
catosci wyzwalanym przez czynniki humoralne oraz uktady komoérkowe zawarte
w samym szpiku kostnym — tzw. mikrosrodowisko hematopoetyczne. W sktad
tego srodowiska wchodza zatoki naczyniowe, makrofagi, fibroblasty i komorki
thuszczowe (adipocyty).

Do tej pory wyizolowano kilkadziesiat zwiazkow, ktore uwaza si¢ za regula-
tory hematopoezy. Badania prowadzone w warunkach in vitro i in vivo dowodza,
ze regulacja hematopoezy jest zjawiskiem kompleksowym, zaleznym od czaste-
czek adhezyjnych i cytokin, ktore dzialaja na réznych szczeblach hematopoezy.
Przewaznie czasteczki adhezyjne przekazuja informacje o miejscu docelowym
danej komorki, a cytokiny — o jej zachowaniu.

Przyktadami czastek adhezyjnych, o najwigkszym znaczeniu w uktadzie
krwiotworczym, sa VLA-4 (ligand czasteczki adhezyjnej VCAM-1, obecnej na
komorkach podscieliska) i CD34 (obecna na komorkach krwiotworczych i przy-
datna jako znacznik).

Cytokiny sa dla komorek czynnikami przezycia oraz — w wysokich steze-
niach, czynnikami wzrostu. Cytokiny krwiotwodrcze mozna podzieli¢ na dziata-
jace gtownie na komorki wielopotencjalne (KIT-ligand czyli czynnik Steel, li-
gand FLT-3 oraz IL-3) oraz wybidrczo na poszczeg6lne linie komorkowe (ery-
tropoetyna, trombopoetyna, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, interleukiny IL-2, 1L-4,
IL-5).

Tak wigc, do najwazniejszych czynnikow stymulujacych hematopoeze, za-
liczamy:

e czynnik Steel, ktorego receptorem jest c-KIT (stad inna nazwa: Ligand c-
KIT),

e FLT-3 ligand — ligand receptora FLT-3 z rodziny kinaz,

e interleuking 3 (IL-3, Multi-CSF) - dziata na komodrki macierzyste hematopo-
ezy, podtrzymujac ich zdolnos¢ do tworzenia kolonii komorek progenitoro-
wych,

e interleuking 2 (IL-2) — czynnik samoodnawiania i dojrzewania limfocytow T
i NK,
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e interleuking 4 (IL-4) — czynnik odnawiania i samoodtwarzania limfocytow
B,

e interleuking 5 (IL-5) — czynnik dojrzewania eozynofilow,

e granulopoetyng (G-CSF) — zasadniczy czynnik regulujacy wytwarzanie gra-
nulocytow,

e granulocytarno-makrofagowy czynnik wzrostu (GM-SCF),

e  M-CSF —regulujacy rdznicowanie makrofagéw i osteoklastow,

e erytropoetyng (EPO), hormon krwiotwoérczy produkowany przede wszyst-
kim w nerkach, stymuluje proliferacj¢ komorek linii erytroblastycznej,
wplywajac rowniez na proces hemoglobinizacji,

e trombopoetyng (TPO), stymulujaca wzrost megakariocytow, dojrzewanie i
ploidig jadra.

Na powierzchni komoérek uktadu krwiotworczego, wraz z ich réznicowaniem

i dojrzewaniem pojawiaja si¢ i zanikaja okreslone antygeny, a wsrod nich recep-

tory wigzace czynniki regulujace hematopoeze.

komorki wielopotencjalne krwiotworcze komorki macierzyste
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Ryec. 8.1. Ogdlny schemat hematopoezy (KU-E — komorki ukierunkowane dla linii ery-
tropoetycznej; KU-Meg - komorki ukierunkowane dla linii megakariopoetycznej; KU-
GM - komérki ukierunkowane dla linii neutrofilo- i makrofagopoetycznej; KU-Eo -
komorki ukierunkowane dla linii eozynofilopoetycznej; KU-Bazo - komorki ukierunko-
wane dla linii bazofilopoetycznej; KU-tuczne — linia komoérek tucznych; NK- limfocyty
naturalnie cytotoksyczne.
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Obecnos¢ tych antygendw determinuje przynalezno$¢ komorki do okreslonej
linii rozwojowej. W szpiku kostnym ptodu ludzkiego wyodrebniono 2 populacje
komorek:

1. CD34+ HLA DR+ CD38-, ktora jest zdolna do réznicowania we wszyst-
kie linie komorkowe hematopoezy;

2. CD34+ HLA DR- CD38-, utworzong przez komorki zdolne do roéznico-
wania we wszystkie linie komérkowe, oraz komoérki macierzy zdolne do pod-
trzymywania roznicowania komorek prekursorowych.

8.2. Krew obwodowa

Krew obwodowa stanowi zawiesing elementow morfotycznych (komorko-
wych) w osoczu. We krwi obwodowej wyrozniamy trzy gtowne sktadniki ko-
morkowe: erytrocyty, leukocyty oraz krwinki ptytkowe, zawieszone w osoczu.
Badanie tzw. krwi pelnej (pobranej na antykoagulant EDTA-K,) czyli analiza jej
sktadnikow morfotycznych, stanowi podstawe diagnostyki zaburzen uktadu
krwiotworczego. Liczba krwinek czerwonych, biatych, ptytek krwi, wartos¢
hematokrytu, stezenie hemoglobiny oraz parametry okreslajace wielko$¢ 1 za-
warto$¢ hemoglobiny w krwinkach czerwonych i oraz objetos¢ ptytek, stanowia
zestaw analiz okreslanych jako morfologia krwi obwodowej. Badanie to moze
by¢ wprawdzie wykonywane metodami manualnymi, jednak w ostatnich latach
powszechna metoda oceny morfologii krwi obwodowe;j jest metoda automatycz-
na za pomoca analizatoréw hematologicznych. Wspotczesne liczniki (analizato-
ry) hematologiczne wykorzystuja najczgsciej rozproszenie prostej wiazki Swiatta
lub metode impedancyjna i pozwalaja na ilosciowa i jakosciowa oceng krwinek
czerwonych, bialych i ptytek krwi. Zastosowane techniki pozwalaja na rowno-
czesne, automatyczne zbadanie kilkudziesigciu wskaznikow, a zjawiska niety-
powe lub patologiczne sygnalizowane sa za pomoca odpowiednich oznakowan
(flag). W takich przypadkach niezbgdne jest wykonanie rozmazu krwi obwodo-
wej, co pozostaje metoda referencyjna w przypadku oceny uktadu biatokrwin-
kowego. Wartosci prawidlowe morfologii krwi obwodowej przedstawia tabela
8.1.

8.3. Uklad czerwonokrwinkowy

W warunkach fizjologicznych u dorostych elementy uktadu czerwonokrwin-
kowego sa wytwarzane wylacznie w szpiku kostnym. Réznicowanie i dojrzewa-
nie komodrek macierzystych hematopoezy w komorki uktadu erytroblastycznego
nastgpuje pod wpltywem erytropoetyny, wytwarzanej gldownie w nerkach. Ponad-
to czynnikami niezbednymi dla prawidlowej erytropoezy sa m. in.: Zelazo,
miedz, kobalt, kwas foliowy, witamina B,,, B; Bg, C, E, aminokwasy, androge-
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ny, somatotropina, tyroksyna i glikokortykoidy. Podstawowe wiadomosci doty-
czace zelaza, witaminy B, i kwasu foliowego zestawiono w tabeli 8.2.

Tabela 8.1. Wartoséci prawidlowe morfologii krwi obwodowe]j u osob dorostych (wg.
Dmoszynskiej, 2008)

Kobiety Mezczyzni
Liczba leukocytow (WBC) 4,5-11,0 45-11,0
G/L
Liczba erytrocytow (RBC) 43-53 4,5-6,5
T/L
Hemoglobina (HGB)
g/dL 12,0 - 16,0 13,0 - 18,0
mmol/L 7,45 -9,95 8,70 - 11,2
Hematokryt (HCT) 37 -47 42 -52
%
MCV 80 -100 80 - 100
fL
MCH 27-32 27-32
pg
MCHC 32,5-37,5 32,5-37,5
g/dL
RDW 11,6 - 14,0 11,6 - 14,0
%
Plytki krwi (PLT) 130 - 400 130 - 400
G/L
Retykulocyty (RET) 20 - 100 20 - 100
G/L
Receptor transferynowy (sTfR) 0,6 - 8,5 0,6 - 8,5
pg/dL

Zasadnicza funkcja uktadu czerwonokrwinkowego (tzw. erytronu) jest prze-
noszenie tlenu z ptuc do tkanek i odprowadzanie z nich dwutlenku wegla oraz
udzial w regulacji stezenia jonow wodorowych we krwi. NajczeSciej spotyka-
nym zaburzeniem w ukladzie czerwonokrwinkowym jest niedokrwistos¢, czyli
spadek calkowitej masy krazacej hemoglobiny, znacznie rzadziej nadkrwistosc.
Oba te stany sa wynikiem zaburzenia fizjologicznej rownowagi pomigdzy wy-
twarzaniem erytrocytow, a ich utrata lub rozpadem. Szereg rozwojowy erytropo-
ezy przedstawiony jest na rycinie 8.2.
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Tabela 8.2. Wlasciwosci podstawowych mikroelementow, odpowiedzialnych za sprawna
erytropoez¢

Zelazo Witamina B, Kwas foliowy
Dzienna podaz 10- 15 mg 7-30pg 600 - 1000 ng
Dzienne 1-2 mg 1-2 pg 100 - 200 pg
zapotrzebowanie
Pochodzenie roslinne i zwierzece ro§linne oraz wa-
zZwierzece troba
Rezerwy w tym: pula czyn- | 2 -3 mg 10 - 12 mg
nosciowa, zapaso- | (2 -4 lata) (3 - 4 miesiace)
wa 1 transportowa
35-42¢
(6-12 miesigcy)
Miejsce dwunastnica, jelito krete jelito czcze
wchtaniania jelito czcze
Transport transferyna transkobalamina albumina
we krwi 1ill
Zakres 60 - 160 pg/dL (m) | 135 - 675 pmol/L > 6,8 mmol/L
referencyjny 40 - 145 pg/dL (k)

8.3.1. Badanie podstawowych parametrow uktadu
czerwonokrwinkowego

Stan uktadu czerwonokrwinkowego ocenia si¢ na podstawie badan krwi ob-
wodowej oraz szpiku kostnego.

A. Hemoglobina (Hb)

Hemoglobina jest podstawowym biatkiem erytrocytéw, transportujacym
tlen z pgcherzykow plucnych do tkanek. Hemoglobina jest zbudowana z hemu
ztozonego z pierscienia protoporfiryny IX i zelaza oraz z globiny (fancuchy o i
nie-a. — B, y, lub §). Synteza pierScienia protoporfiryny zachodzi w erytroblastach
z glicyny 1 bursztynylo-CoA. Nastgpnie pod wplywem syntetazy hemu wbudo-
wane zostaje zelazo i powstaje hem, ktory taczy sig z globing, tworzac hemoglo-
bing. Te ostatnie procesy zachodza ze stabnaca intensywnoscia az do etapu rety-
kulocyta. NajczgSciej stosowanymi jednostkami dla okreSlenia st¢zenia hemo-
globiny sa g/L. lub g/dL. Warto$¢ ta jest zalezna od plci, wieku i warunkow $ro-
dowiskowych. Powszechnie stosowana metoda oznaczania hemoglobiny jest
metoda cyjanomethemoglobinowa. W zaburzeniach syntezy hemoglobiny (he-
moglobinopatie, talasemie) wykonywana jest elektroforeza hemoglobiny lub
chromatografia o duzej rozdzielczosci.

Hemoglobina moze by¢ mierzona rowniez w surowicy i w moczu, i wtedy
okreslana jest jako ,,wolna hemoglobina”. Zwigkszenie st¢zenia wolnej hemo-
globiny w surowicy i pojawienie si¢ jej w moczu stwierdza si¢ u chorych z nasi-
lona hemoliza erytrocytow.
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B. Erytrocyty (E)

Sa dojrzatymi funkcjonalnie komérkami uktadu erytroblastycznego, odpo-
wiadajacymi za transport tlenu i dwutlenku wegla w organizmie. Ich liczba jest
zalezna od plci i wieku. Stosowane jednostki to: 10'*/L (T/L), oraz 10°/uL
(G/L). Stosowane powszechnie metody elektroniczne pozwalaja na doktadne
oznaczenie liczby erytrocytow.

C. Hematokryt (HCT)

Jest to frakcja objgtosciowa erytrocytow we krwi petnej, zalezna od ich ilo-
$ci 1 objgtosci. Stosowana jednostka jest %. Hematokryt jest zalezny od pfci i
wieku. W nowoczesnych analizatorach hematologicznych hematokryt jest naj-
czesciej parametrem wtornym, wyliczanym na podstawie liczby erytrocytow
oraz ich objetosci.

D. Wskazniki morfologiczne erytrocytow
e MCYV (srednia objetos¢ krwinki czerwonej)

Charakteryzuje $rednia objetos¢ pojedynczego erytrocyta. Jednostka to: fL.
Analizatory hematologiczne dokonuja pomiaru objetosci pojedynczego erytrocy-
ta, a wartos¢ MCV jest wartoscia $rednia objetosci wszystkich zmierzonych
erytrocytow. Stuzy do okre§lania rodzaju niedokrwistosci (réznicowanie niedo-
krwisto$ci mikrocytowych, normocytowych i makrocytowych). Wartos¢ MCV
moze stuzy¢ rowniez do oceny zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowej. W
tym celu nalezy jednak postugiwac si¢ wartoscia wyliczonga MCV:

MCV =HCT (%) x 10/RBC (T/L)

e MCH (Srednia zawarto$¢ hemoglobiny w krwince czerwonej)
Charakteryzuje sredniag mas¢ hemoglobiny w krwince czerwonej. Jednostka
to: pg. Parametr ten moze by¢ wyliczony ze wzoru:
MCH = Hb (g/dL) x 10 / RBC (T/L)
MCH powinien korelowa¢ z wartosciami MCV i MCHC.

e MCHC ($rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej)
Stosowana jednostka g/dL. Wyliczenie tego parametru:

MCHC=Hb (g/dL) x 100/ HCT (%)

e RDW (wskaznik anizocytozy)
Jest miarg rozktadu objgtosci krwinek czerwonych w badanej probce krwi.
Jest to warto$¢ wyliczana przez wigkszo$¢ wspotczesnych analizatoréw hemato-
logicznych jako wspotczynnik zmiennosci (%):

RDW (%) =08 x 100% / MCV
gdzie OS to odchylenie standardowe rozktadu objetosci krwinek czerwo-
nych. RDW nalezy oceniac tacznie z histogramem krwinek czerwonych.
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Parametry: RDW, MCV, MCH i MCHC stuza do rdéznicowania morfolo-
gicznego niedokrwistosci. RDW nalezy ocenia¢ tacznie z histogramem krwinek
czerwonych.

W stanach patologicznych erytrocyty moga ro6zni¢ si¢ wielkoScia (anizocy-
toza), ksztaltem (poikilocytoza) oraz zabarwieniem (polichromatofilia). Cechy te
widoczne sa w obrazie mikroskopowym prawidlowo zabarwionego rozmazu
krwi obwodowe;j. Ogladajac rozmaz w mikroskopie lub na ekranie monitora w
analizatorze hematologicznym, nalezy zwrdci¢ uwage na rdznice wielkosci ery-
trocytow (normocyty, mikrocyty, makrocyty), ksztattu (poikilocyty, sferocyty,
krwinki tarczowate, owalocyty, krwinki sierpowate) oraz wystgpowanie postaci
nieprawidlowych (nakrapianie zasadochtonne, pierscienie Cabota, ciatka Howel-
la-Jolly’ego itp.). Doktadna analiza rozmazu ma duza warto$¢ diagnostyczna.

E. Retykulocyty (RET)

Sa to niedojrzate erytrocyty, stanowiace posrednie stadium rozwojowe po-
migdzy jadrzastym erytroblastem, a dojrzata krwinka czerwona. Maja pozostato-
sci kwasow nukleinowych w rybosomach, a zawarto§¢ RNA zmniejsza si¢ wraz
z dojrzewaniem krwinki czerwonej. Liczba retykulocytow odzwierciedla aktyw-
no$¢ erytropoetyczna szpiku kostnego. Najbardziej precyzyjna metoda oceny
liczby retykulocytow jest metoda bezposredniego automatycznego oznaczania
przy uzyciu analizatora hematologicznego. W rozmazie krwi obwodowej retyku-
locyty widoczne sa jako komorki wigksze od dojrzalych erytrocytow, z biekit-
nym nakrapianiem (barwienie przyzyciowe wykrywajace kwasy nukleinowe).
Ocena warto$ci bezwzglednych retykulocytozy pozwala na rozréznienie niedo-
krwistosci regeneracyjnych od nieregeneracyjnych (z wydajna oraz z niewydaj-
ng erytropoeza). Ilos¢ retykulocytow zazwyczaj wyrazana jest jako procent cat-
kowitej liczby erytrocytow lub jako warto$¢ bezwzgledna (%, G/L).
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8.3.2. Badania uzupetniajgce w zaburzeniach uktadu
czerwonokrwinkowego

W przypadku stwierdzenia zaburzen w morfologii krwi obwodowej obowia-
zuje dalsza diagnostyka réznicowa niedokrwistoSci:

e ocena rozmazu krwi obwodowej — ksztalt i wielko$¢ erytrocytow,

e Dbadanie cytologiczne oraz histopatologiczne szpiku kostnego,

e ocena metabolizmu zelaza (st¢zenie zelaza w surowicy, catkowita
zdolno$¢ wigzania zelaza - TIBC, transferyna, ferrytyna, wolne zela-
zo 1 syderoblasty w szpiku, rozpuszczalny receptor transferyny -
sTfR),

e oznaczenie stgzenia kwasu foliowego w erytrocycie i/lub stezenia
witaminy B, w surowicy, przeciwciata przeciw komorkom oktadzi-
nowym zoladka itp.,

e badania w kierunku potwierdzenia lub wykluczenia hemolizy we-
wnatrznaczyniowej oraz rdznicowania hemolizy wewnatrznaczy-
niowej 1 pozanaczyniowej (stezenie bilirubiny, haptoglobiny, wolnej
hemoglobiny w osoczu i w moczu, oraz urobilinogenu w moczu);
wykorzystywane w roznicowaniu niedokrwistosci hemolitycznych.

Niedokrwisto$¢ definiowana jest jako obnizenie stezenia hemoglobiny we
krwi ponizej 11 g/dL, po wykluczeniu zmian objgtosci osocza w wyniku hemo-
dylucji (ciaza, przewodnienie) lub zaggszczenia krwi (odwodnienie). Omowione
powyzej badania laboratoryjne pozwalaja na réznicowanie niedokrwisto$ci nie-
doborowych, aplastycznych i wtérnych (np. w przebiegu biataczek, chordb ne-
rek itp.). Wykorzystanie oznaczania retykulocytow pozwala na odroznienie nie-
dokrwisto$ci regeneracyjnych od nieregeneracyjnych.

Osobng grupe stanowia badania w kierunku porfirii: oznaczanie porfiryn
w erytrocytach, w moczu dobowym i w kale.

8.4. Uklad bialokrwinkowy

Historycznie utrwalone i nadal uzywane w praktyce pojecie uktadu biato-
krwinkowego jest niesciste i obejmuje co najmniej dwie podstawowe populacje
komorek:

uktad granulocytarno - monocytarny czyli leukocyty fagocytujace, to gra-
nulocyty oboj¢tnochtonne (neutrocyty), kwasochtonne (eozynofile), zasado-
chlonne (bazofile) i monocyty. We krwi krazacej w warunkach zdrowia wystg-
puja jedynie dojrzale granulocyty, znajdujace si¢ w dwoch przedziatach: neutro-
cytdw marginalnych, przylegajacych do Scian naczynia oraz neutrocytow kraza-
cych, okre$lanych w badaniu morfologii krwi obwodowej jako tzw. ,leukocyto-
za”. Neutrocyty marginalne moga przemieszczac si¢ do puli neutrocytow kraza-
cych: po spozyciu positku, w stresie, po wysitku fizycznym. To zjawisko powo-
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duje wzrost leukocytozy u pacjentdow nie bedacych na czczo. Szereg rozwojowy
granulopoezy i monopoezy przedstawione sa na rycinie 8.3.

uktad limfocytarny: limfocyty T, B, NK. We krwi obwodowej 65-80% lim-
focytéw stanowia limfocyty T. Jest to heterogenna populacja komoérek. Dominu-
jaca populacja sa limfocyty T-helper (pomocnicze), ktére posiadaja antygen
powierzchniowy CD4. Komorki T-supresorowe/cytotoksyczne charakteryzuja
si¢ natomiast obecno$cia antygenu powierzchniowego CDS.

Leukocyty produkowane sa w szpiku kostnym i w tkance limfatycznej. Pod-
stawowa funkcja krwinek biatych jest obrona ustroju przed mikroorganizmami.

8.4.1. Badanie ilosciowe komorek uktadu bialokrwinkowego

Badanie morfologiczne krwi metoda automatyczna zawiera wstepna oceng
krwinek biatych: oznacza si¢ ich liczbe (WBC) oraz wykonuje rozdziat na 3 lub
wigcej frakcji (patrz nizej). Do badania pobiera si¢ krew zylng lub wlo$niczkowa
do probowki zawierajacej antykoagulant EDTA-K,.

Znaczenie diagnostyczne maja bezwzgledne liczby poszczegodlnych rodza-
jow krwinek bialych, zawartych we krwi obwodowe;j. Precyzyjne pomiary liczby
poszczegdlnych rodzajow krwinek biatych mozliwe sg jedynie dzigki metodom
automatycznym, przy pomocy analizatorow hematologicznych. Potaczenie cy-
tometrii przeplywowej z metodami oceniajacymi fizykochemiczne i bioche-
miczne wlasciwosci komorek, umozliwito wprowadzenie precyzyjnego rozni-
cowania krwinek biatych na 3 lub 5 populacji:

e rozdzial 3-czgsciowy jest badaniem przesiewowym. Krwinki biate sa dzielo-
ne na mate (limfocyty), mononuklearne (MID, $redniej wielkosci) oraz duze
(granulocyty). Dzigki wprowadzeniu tej metody ograniczono o 70-80% ko-
nieczno$¢ wykonywania pracochtonnego badania mikroskopowego.

e rozdzial 5-czgsciowy wykonuje si¢ r6znymi metodami: za pomoca barwienia
cytochemicznego, mierzac zmiany impedancji pradu o niskiej oraz wysokiej
czgstotliwos$ci, mierzac rozproszenie lub absorpcje¢ $wiatta lub wiazki lasera.
Wyniki badania przedstawiane sa w warto$ciach bezwzglednych, we wzorze
odsetkowym oraz w postaci graficznej.

8.4.2. Badanie morfologiczne (jakosciowe) - rozmaz krwi obwodowej
(wzor Schillinga), leukogram

Rozmaz krwi obwodowej oznacza mikroskopowe badanie preparatu krwi
wybarwionego metoda panoptyczna (MGG, Romanowsky’ego, Wrighta). Ocena
rozmazu powinna zawiera¢ opis morfologiczny erytrocytow, ptytek krwi i sktad
odsetkowy krwinek biatych (leukogram) — patrz ponizej, tabele 8.3 — 8.7.

Metoda automatyczna pozwala na réznicowanie krwinek biatych réwniez
przy bardzo niskich wartosciach leukocytozy.
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8.4.3. Okreslenia stosowane przy ocenie zaburzen uktadu
biatokrwinkowego

Ponizej przedstawione sa przyktady najczesciej opisywanych patologii, spo-
tykanych przy ocenie uktadu biatokrwinkowego, zar6wno ilosciowe jak i jako-
Sciowe.

Uzywane okreslenia:

leukocytoza — wzrost leukocytoéw powyzej normy (powyzej 11 x G/L),

leukopenia — spadek liczby leukocytow ponizej 4 x G/L ,

neutropenia - spadek liczby neutrocytow ponizej 1,5 x G/L,

neutrofilia — wzrost liczby leukocytéw powyzej 7.5 x G/L,

agranulocytoza — cigzka posta¢ granulocytopenii, spadek liczby granulocy-
tow ponizej 0,5 x G/L.

Odczynowe przesunigcie obrazu odsetkowego w lewo (tzw. odczyn bia-
laczkowy): widoczne sa mtodsze postacie szeregu granulocytarnego: promielo-
cyty, mielocyty, metamielocyty, oraz zwigkszona liczba postaci pateczkowatych.
e ostre choroby zakazne i przewlekle zakazenia (obecno$¢ ziarnistoSci tok-

sycznych w cytoplazmie neutrofili),

e kwasica, stany $piaczkowe, oparzenia, alergia,
o wysitek fizyczny

Patologiczne przesunigcie obrazu odsetkowego w lewo: widoczne sa
mlodsze postacie szeregu granulocytarnego: mieloblasty, promielocyty, mielo-
cyty, metamielocyty:

e przewlekla biataczka szpikowa,

e erytroleukemia,

e osteomielofibroza,

e przerzuty nowotworowe do kosci.

Przerwa bialaczkowa (hiatus leucaemicus): we krwi obwodowej widoczne
sa komorki blastyczne oraz dojrzale granulocyty, nie wystepuja formy posred-
nie:

e ostre choroby rozrostowe uktadu krwiotworczego

Przesunigcie obrazu odsetkowego w prawo: obecne sa granulocyty hiper-
segmentowane (powyzej 5 ptatow):
e niedokrwisto$§¢ megaloblastyczna,
e choroby nerek i watroby,
e glebokie niedozywienie,
® o przetoczeniach krwi.
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Ryec. 8.3. Schemat granulopoezy i monopoezy
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Tabela 8.3. Przyczyny ilo§ciowych zaburzef neutrocytow

NEUTROFILIA NEUTROPENIA
>7.5x G/L <1.5x G/L
neutrocyty pateczkowane 1-5%, neutrocyty segmentowane 40-70%
infekcje bakteryjne ostre i przewlekle, | wrodzone choroby komoérki pnia
grzybicze, pierwotniakowe, pasozytni- | nabyte choroby komorki pnia

cze, wirusowe (potpasiec) toksyczne zwiazki chemiczne

urazy tkanek leki cytostatyczne

zawaly tkanek zwigkszone niszczenie (infekcje)
choroby nowotworowe procesy autoimmunologiczne (reumato-
stan po splenektomii, idalne zapalenie stawow, toczen trzew-
leki: steroidy, sole litu ny)

przewlekte zespoly mieloproliferacyjne
zaburzenia metaboliczne i endokrynolo-
giczne (mocznica, kwasica cukrzycowa)
IIT trymestr ciazy

Tabela 8.4. Przyczyny ilosciowych zaburzen monocytow

MONOCYTOZA MONOCYTOPENIA
>1.0x G/L <0.1 x G/L
monocyty 3-8%
zakazenia bakteryjne, grzybicze, paso- | glukokortykoidy

zytnicze, wirusowe infekcje powodujace neutropenig
gruzlica, kita, podostre zapalenie wsier- | aplazja szpiku
dzia endotoksemia

regeneracja leukocytozy po neutropenii
choroby nowotworowe

przewlekte zespoly mieloproliferacyjne
choroby autoimmunizacyjne, kolageno-

zy

Tabela 8.5. Przyczyny ilo§ciowych zaburzen eozynocytow

EOZYNOFILIA EOZYNOPENIA
>0.5x G/L <0,1 x G/L
eozynofile 1-5%

choroby o etiologii alergicznej (astma | ACTH
oskrzelowa, katar sienny) glukokortykoidy
infekcje pasozytnicze ostre infekcje bakteryjne
choroby skory (luszczyca, egzema)
ptonica
choroby nowotworowe (ziarnica ztosli-
wa)
przewlekte zespoly mieloproliferacyjne
choroby jelit
choroby tkanki tacznej (RZS)




190 Anna Raszeja-Specht, Agnieszka Jankowska-Kulawy

Tabela 8.6. Przyczyny ilo§ciowych zaburzen bazocytéw

BAZOFILIA BAZOPENIA
>(0.2x G/L <0.05 x G/L
bazofile 0-1%
odczyny nadwrazliwo$ci — leki, pokar- | ostre infekcje
my, obce biatko stres
zespoty mieloproliferacyjne (przewlekta | nadczynno$é tarczycy
biataczka szpikowa)
zapalenia i zakazenia: RZS, wrzodzieja-
ce zapalenie jelit
niedoczynnos¢ tarczycy
choroby nowotworowe

Tabela 8.7. Przyczyny ilo§ciowych zaburzen limfocytow

LIMFOCYTOZA LIMFOPENIA
>4.5x G/L <1.0x G/L
limfocyty 20-45%
zakazenia wirusowe (odra, rdézyczka,|wrodzone i nabyte zespoly zaburzen
$winka, ospa wietrzna, grypa, mononu- | odpornosci
kleoza zakazna, CMV i HIV) po napromienianiu, cytostatykach, stero-
przewlekle zespoty limfoproliferacyjne |idoterapii
niektore zakazenia bakteryjne, gtownie | wstrzas, zespot Cushinga
u dzieci sarkoidoza, kolagenozy

W praktyce klinicznej pojgcia monocytopenii, eozynopenii i bazopenii nie
maja wigkszego zastosowania, ze wzgledu na fizjologicznie niskie poziomy tych
krwinek we krwi obwodowej oraz techniczne ograniczenia metod ich pomiaru.

8.4.4. Specjalistyczna diagnostyka zaburzen uktadu bialokrwinkowego

W przypadku stwierdzenia zaburzen w morfologii krwi obwodowej dotycza-
cych uktadu bialokrwinkowego, obowiazuje dalsza diagnostyka rdéznicowa:

e ocena rozmazu krwi obwodowej (badania cytomorfologiczne),

e badanie cytologiczne oraz histopatologiczne szpiku kostnego,

e badania cytochemiczne i cytoenzymatyczne,

e immunofenotypizacja,

e badania cytogenetyczne i molekularne.

Badania cytochemiczne polegaja na wywolaniu reakcji barwnej w rozma-
zach komoérek krwi obwodowej i szpiku, w wyniku ktorej uwidocznione zostaja
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substancje obecne w komorkach Iub aktywnosci enzymoéw wewnatrzkomorko-
wych.

Diagnostyka chorob nowotworowych uktadu krwiotworczego obejmuje
roOwniez oceng antygendw powierzchniowych i cytoplazmatycznych komorek
bialaczkowych (CD) przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych. Antygeny te sa
glikoproteinami, specyficznymi dla poszczegdlnych komorek na okreslonym
poziomie dojrzatosci, i dzigki temu pozwalaja na réznicowanie typow i podty-
pow biataczek.

Immunofenotypizacja moze by¢ prowadzona metoda immunofluorescencji
lub cytometrii przeptywowej, a takze metodami immunoenzymatycznymi. Aktu-
alna klasyfikacja biataczek i chloniakow oparta jest na immunologicznym zna-
kowaniu antygenow w nowotworowych komodrkach hematopoetycznych. Przy-
ktadowo, w przypadku podejrzenia ostrej biataczki wykonywane sa badania w
kierunku obecnosci uktadu mieloidalnego (CD13, CD33, CD65, CD117, anty
MPO), oraz w kierunku linii limfocytéw B (CD19, CD22, CD79a) i limfocytow
T (CD2, CD3) oraz komorek niedojrzatych (CD34). Panel podstawowy moze
zosta¢ uzupelniony odpowiednimi badaniami dodatkowymi (antygeny Swiad-
czace o dojrzewaniu i réznicowaniu w kierunku monocytow, megakariocytow
lub erytroblastow lub markery roznicowania komorek T i B).

Zmiany genetyczne, stanowiace podtoze nowotworow uktadu krwio-
tworczego, analizowane sg rutynowo za pomoca metod cytogenetycznych i mo-
lekularnych, takich jak cytogenetyka klasyczna, fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ (FISH), tancuchowe reakcje polimerazy z uzyciem odwrotnej transkryptazy
(RT-PCR, RQ-PCR), oraz mikromacierze DNA lub RNA. Opisy w/w metod
znajduja si¢ w rozdziale 13. Badania te pozwalaja na ustalenie rozpoznania,
oceng rokowania, wybor metody leczenia z uwzglednieniem jego skutecznos$ci
oraz na monitorowanie choroby resztkowe;.
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9. DIAGNOSTYKA ZABURZEN KRZEPNIECIA
Anna Raszeja- Specht

Hemostaza jest to zespdt mechanizméw obronnych organizmu, pozwalajacy
na utrzymanie ptynnos$ci krwi krazacej i chroniacy przed utrata krwi w wyniku
przerwania ciaglosci naczyn krwiono$nych. Dodatkowo uklad hemostazy
uczestniczy w regulacji funkcjonowania tozyska naczyniowego oraz mechani-
zmow odpornosciowych ustroju. Prawidtowa hemostaza jest wynikiem réwno-
wagi migdzy czynnikami aktywujacymi i hamujacymi procesy krzepnigcia, co
wymaga wspoétdzialania naczyn krwiono$nych i przylegtych tkanek, ptytek
krwi, biatek uktadu krzepniecia i uktadu fibrynolitycznego, inhibitoréw i akty-
watorow obu uktadow — przede wszystkim biatek uktadu antykoagulacyjnego, a
takze uktadu fagocytarnego, monocytow i granulocytow obojetnochtonnych. W
celu prawidtowego zrozumienia tak ztozonych proceséw od lat wprowadzane sa
r6zne modele, z ktorych najpopularniejsze sa: model strukturalny (omawiajacy
poszczegdlne sktadniki hemostazy), model funkcjonalny (etapowanie procesow)
oraz model rownowagi dynamicznej (krzepnigcie kontra antykoagulacja).

Zgodnie z teoria funkcjonalng, hemostaza jest procesem trojfazowym, zto-
zonym z:

e hemostazy pierwotnej, angazujacej naczynia i ptytki, trwajacej 3-5 minut i
zakonczonej wytworzeniem czopu plytkowego w miejscu uszkodzenia na-
czynia,

e procesow krzepniecia, aktywowanych glownie przez czynnik tkankowy
(TF) w uktadzie zewnatrzpochodnym oraz na powierzchni fosfolipidow
ptytkowych (uktad wewnatrzpochodny), wykorzystujacego czynniki oso-
czowe i czynnik plytkowy 3 (PF3), trwajacego 5-10 minut i zakonczonego
wytworzeniem fibryny wzmacniajacej czop ptytkowy (skrzep ostateczny),

e fibrynolizy, trwajacej 48-72 godzin i powodujacej rozpuszczenie skrzepu.

Istota procesu krzepnigcia jest wigc przeksztatcenie rozpuszczalnego biatka
— fibrynogenu - w poczatkowo rozpuszczalna i niestabilna, a nastgpnie w nie-
rozpuszczalna sie¢ fibryny. W warunkach fizjologicznych in vivo procesy hemo-
stazy pierwotnej, krzepnigcia i fibrynolizy sa ze soba nierozerwalnie polaczone,
a glownym aktywatorem krzepnigcia w ustroju jest czynnik tkankowy (TF),
pochodzacy z uszkodzonych tkanek lub zwigzany z monocytami (ryc. 9.1).
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Ryc. 9.1 Schemat kaskady krzepnigcia

Klasyczny model kaskadowej aktywacji czynnikow krzepnigcia, obowiazu-
jacy od 50-ciu lat, ulegl obecnie pewnym modyfikacjom. Podstawa zmian teorii
kaskadowej stalo si¢ odkrycie, ze w warunkach in vivo kompleks czynnika VIla
i czynnika tkankowego aktywuje zaré6wno czynnik X jak i IX oraz, ze czgs¢
czynnikow regulujacych hemostazg zwiazana jest z powierzchniami komorek.
Kazdy z etapow procesu krzepnigcia regulowany jest dodatkowo obecnoscia
inhibitorow, w tym specyficznego inhibitora hamujacego kompleks VIla/TF/Xa
(okreslanego jako TFPI), bialek uktadu antykoagulacyjnego biatka C oraz anty-
trombiny.

Aktualny model kaskady krzepnigcia uwzglednia wigc rolg powierzchni fos-
folipidowej jako struktury wspomagajacej tworzenie komplekséw aktywacyj-
nych, oraz wprowadzajac pojecia fazy: inicjacji, wzmocnienia i efektorowe;,
ogranicza role¢ uktadu wewnatrzpochodnego do fazy wzmocnienia, pozostawia-
jac inicjacje po stronie uktadu zewnatrzpochodnego. Model ten stanowi proste
zaplecze teoretyczne dla laboratoryjnej diagnostyki uktadu hemostazy. Nalezy
jednak pamigtaé, ze aktywacja procesow krzepnigcia zalezy od oddziatywan
komorkowo-osoczowych, co w wielu sytuacjach pozwala na wyjasnienie przy-
czyn braku zmian w powszechnie stosowanych badaniach laboratoryjnych u
pacjenta z objawami skazy krwotocznej lub zakrzepicy.
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9.1. Badania laboratoryjne zaburzen krzepnigcia

Diagnostyka zaburzen ukladu krzepnigcia obejmuje diagnostyke wrodzo-
nych i nabytych skaz krwotocznych oraz zaburzen zakrzepowo- zatorowych.
Schematy postepowania w diagnostyce laboratoryjnej wykorzystuja w pierwszej
kolejnosci wyniki badan podstawowych i w zalezno$ci od obserwowanych
zmian sugeruja dalsze postgpowanie diagnostyczne. Pozwala to na optymaliza-
cje postgpowania diagnostycznego i minimalizacjg¢ kosztow wykonywanych
badan.

9.1.1. Zasady pobierania krwi do badan uktadu krzepnigcia

Do badan koagulologicznych nalezy pobiera¢ krew zylna, najlepiej bez stazy
i po 15- minutowym odpoczynku. Nieprawidlowe wyniki badan bardzo czgsto
nie sg spowodowane btgdami analitycznymi, ale wynikaja z zaniedban przedana-
litycznych - sposobu pobrania krwi, uzyskania osocza i jego przechowywania.

W wynaczynionej krwi bardzo szybko dochodzi do zmian sktadnikéw ukta-
du krzepnigcia i hemostazy. Niektore z nich, takie jak aktywacja ptytek i uwal-
nianie czynnikow ptytkowych rozpoczynaja si¢ niemal natychmiast po wyna-
czynieniu krwi. Niektore ze sktadowych uktadu krzepnigcia ulegaja aktywacji,
podczas gdy inne ulegaja stopniowej dezaktywacji. Jezeli zachodzi jakiekolwiek
podejrzenie co do jakos$ci pobrania Iub przechowywania materiatu, probke nale-
zy pobra¢ ponownie. Nalezy zwroci¢ uwage na probki pobrane z linii naczynio-
wej (stale wktucie zylne), ze wzglgdu na czgste wystepowanie mikroskrzepow, a
takze mozliwe zanieczyszczenie heparyna (ktora sa przemywane), lub innymi
lekami podawanymi do linii naczyniowych.

Materiatem stosowanym do badan koagulologicznych jest osocze. Dla uzy-
skania wiarygodnego wyniku istotny jest stosunek objgtosci krwi do objgtosci
roztworu antykoagulantu, ktory powinien wynosi¢ 9:1. Cytrynian tréjsodowy,
stosowany w stezeniu 3,8% lub 3,2%, kompleksuje jony wapnia, posiada specy-
ficzne wlasciwosci stabilizujace labilne czynniki krzepnigcia (czynnik V i czyn-
nik VIII), a osocze cytrynianowe jest bardziej czule na efekty dziatania hepary-
ny. Mozna stosowa¢ mieszaning antykoagulacyjna, zawierajaca cytrynian, teofi-
ling, adenozyng i dipirydamol (CTAD), ktora stabilizuje ptytki krwi i zalecana
jest przede wszystkim w specjalistycznych badaniach uktadu krzepnigcia (do
oceny aktywacji ptytek i uktadu fibrynolizy). Badania uktadu krzepnigcia po-
winny by¢ wykonane natychmiast po odwirowaniu probki. Jesli jest to niemoz-
liwe, osocze moze by¢ przechowywane w temperaturze 4°C do dwdch godzin,
lub zamrozone do temperatury ponizej -20°C przez okres kilku tygodni.

9.1.2. Metody pomiarowe stosowane w badaniach uktadu krzepniecia

Sprawnos$¢ uktadu krzepnigcia moze by¢ badana metodami:
e 0goOlnymi - czynno$ciowymi (ocena naczyn i plytek),
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og6Inymi — koagulometrycznymi (ocena wykrzepiania),

immunologicznymi (z uzyciem specyficznych przeciwciat),

biochemicznymi chromogennymi,

diagnostyki molekularne;j.

Osobna grupe stanowia szczegdtowe badania struktury i1 funkcji ptytek krwi,

w oparciu m. in. o metody cytometrii przeptywowej i mikroskopii elektronowe;.
Kaskada krzepnigcia zloZona jest z szeregu reakcji enzymatycznych katali-

zowanych przez proteazy serynowe, ktorych aktywnosci mozna mierzyé przy

pomocy metod stosowanych w chemii klinicznej. Wprowadzenie substratow

chromogennych do diagnostyki koagulologicznej dato nowe mozliwosci wy-

krywania i oceny aktywnosci poszczegdlnych biatek krzepnigcia, nie wykrywa-

nych metodami czynno$ciowymi. Wérdd nich znalazty si¢ m. in. plazminogen i

alfaantyplazmina, naturalne inhibitory krzepnigcia (antytrombina, biatko C)

oraz pojedyncze czynniki krzepnigcia.

9.2. Podstawy diagnostyki sklonnosci do krwawien

Na podstawie doktadnie zebranego wywiadu oraz badania przedmiotowego,
u ponad polowy pacjentdéw mozna wstgpnie zdecydowac, czy skaza krwotoczna
wynika z zaburzen naczyniowo-ptytkowych czy osoczowych. Defekty ptytko-
wo-naczyniowe charakteryzuja krwawienia powierzchowne, krwawienia z dzia-
set i nosa, a zaburzenia osoczowe — rozlegle, opdznione i przedtuzone krwawie-
nia domig$niowe i donarzadowe (np. artropatic w hemofiliach). Diagnostyka
laboratoryjna w przypadku pacjenta ze sktonnoscia do krwawien ma na celu
zroznicowanie zaburzen naczyniowych, plytkowych i osoczowych przy uzyciu
prostych badan przesiewowych, a w przypadkach watpliwych pozwala na dobor
odpowiednich badan uzupetniajacych (ryc. 9.2).

9.2.1. Czas krwawienia

Czas krwawienia — klasyczne badanie zaburzen hemostazy, obecnie wyko-
nywane jest coraz rzadziej i zastgpowane przesiewowymi badaniami czynnos$ci
ptytek. Nalezy jednak pamigtac, ze jest to czas upltywajacy od momentu wystan-
daryzowanego zranienia skory do chwili ustania wyptywu krwi i dzigki temu
pozwala na oceng pierwotnej hemostazy in vivo. Czas krwawienia jest miarg
czynnos$ci krwinek ptytkowych (ilosci krwinek ptytkowych i ich funkcji adhe-
zyjno-agregacyjnych z udzialem czynnika von Willebranda) oraz naczyn wlo-
sowatych, nie zalezy natomiast od procesow krzepnigcia krwi. Badanie to jest
testem przesiewowym dla wrodzonych i nabytych zaburzen czynnosciowych
ptytek krwi. Pomocne jest rowniez w diagnostyce choroby von Willebranda.

Wartosci prawidtowe: czas krwawienia nie powinien przekracza¢ 7 minut
(420 s).
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Ryc. 9.2 Schemat badania pacjenta z cechami skazy krwotocznej

Czas krwawienia jest przedtuzony w stanach pierwotnych i wtdérnych mato-
ptytkowoscei (< 25 G/L), w przebiegu biataczek, mocznicy, marskosci watroby i
niektorych chorob zakaznych; w chorobie von Willebranda oraz w skazach na-
czyniowych przebiegajacych z uposledzeniem obkurczania naczyn przedwloso-
watych, a takze w przebiegu stosowania lekéw zaburzajacych czynnosé¢ ptytek.
Skrécony czas krwawienia jest najczgsciej nastgpstwem bledu technicznego w
wykonywaniu badania. Czgsto stosowana metoda Duke'a do oznaczania czasu
krwawienia jest obarczona btedem wynikajacym ze sposobu nakluwania skory
opuszki palca lub ptatka ucha. W celu uniknigcia btedow w wykonaniu czasu
krwawienia zalecana jest metoda Ivy w modyfikacji Mielkego (Hematom, nozy-
ki Simplate 11 IT), w ktorej wystandaryzowano sposob naktucia skory.

9.2.2. Badanie funkcji naczyn

W przypadku skaz naczyniowych wyniki badan laboratoryjnych z reguly nie
odbiegaja od normy. W badaniach funkcji naczyn stosowana jest proba opasko-
wa Rumpla i Leedego, ktora stluzy do oceny kruchosci i przepuszczalnos$ci na-
czyn wlosowatych. Test ten jest stosunkowo mato specyficzny i obecnie rzadko
stosowany, niemniej pomocny w przypadku diagnostyki uogolnionych skaz
naczyniowych.
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9.2.3. Badania ilosciowe i czynnosciowe plytek

Obejmuja pomiar liczby plytek we krwi obwodowej oraz oceng zdolnoSci
ptytek do adhezji, agregacji, bezposrednia i posrednia oceng reakcji uwalniania
plytkowego, oznaczanie czynnika von Willebranda oraz badania glikoprotein
ptytkowych metoda cytometrii przeptywowej. W diagnostyce pomocna jest mi-
kroskopowa ocena rozmazu krwi obwodowej, ktdora pomaga w ocenie wielkosci,
anizocytozy i obecnosci agregatow ptytkowych. Zestawienie wynikow badan
podstawowych i uzupehiajacych pozwala na rozpoznanie skaz ptytkowych i
réznicowanie skaz naczyniowo-plytkowych od skaz osoczowych oraz wyklu-
czenie tzw. matoptykowosci rzekomej, spowodowanej aktywacja przeciwcial
typu zimnego w $rodowisku wersenianowym. Najczgstsze przyczyny matoplyt-
kowosci i nadptytkowosci zestawiono w tabeli 9.1.

Tabela 9.1. Najczgstsze przyczyny matoptytkowosci i nadplytkowosci

Maloplytkowos$é <150 x G/L Nadplytkowos$é > 400 x G/L

Pierwotne:
e samoistna
¢ zespoly mieloproliferacyjne

Centralne - zmniejszone wytwarzanie:
¢ niedokrwisto$¢ megaloblastyczna

i aplastyczna

e popromienne, polekowe (cytostatyki)
o zespoty mielodysplastyczne

e infekcje wirusowe

Obwodowe - nadmierne niszczenie: Wtbérne:

e procesy immunologiczne (polekowe — w
tym HIT, poprzetoczeniowe, choroby
autoimmunologiczne), szpiczak, chtonia-
ki, ciaza, po przeszczepie szpiku

e zaburzenia nieimmunologiczne (DIC,
posocznice, zespot hemolityczno-
mocznicowy, hipersplenizm, krwotoki,
masywne przetoczenia, zabiegi w kraze-
niu pozaustrojowym)

o ostre i przewlekle stany zapalne

e choroby nowotworowe

¢ polekowe, pokrwotoczne, powysitkowe

® po splenektomii

e w przebiegu niedokrwistosci hemolitycz-
nej 1 z niedoboru zelaza

Zmniejszone wytwarzanie 1 nadmierne
niszczenie:
e alkoholowa marsko$¢ watroby

Badania laboratoryjne funkcji ptytek uwzgledniaja procesy przebiegajace w
warunkach in vivo, a wigc pobudzenie ptytek wskutek uszkodzenia $ciany na-
czynia, ich zdolno$¢ do adhez;ji i agregacji oraz do uwalniania czynnikéw zawar-
tych w ziarnisto$ciach ptytkowych (ryc.9.3).

Badania funkcji ptytek obejmuja:
e oceng zdolnosci ptytek do adhez;ji,
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automatyczna oceng adhezji i agregacji ptytek przy pomocy prostych anali-
zatorow funkcji ptytek — PFA-100 (tzw. czas okluzji), Impact-R, FerifyNo-
wR 1 inne,

oceng zdolnosci ptytek do agregacji samoistnej lub po stymulacji agonistami
— ADP, kolagenem, epinefryna, rystocetyna, kwasem arachidonowym,
badania degranulacji ptytek - oceng ziarnistosci ptytkowych i reakcji uwal-
niania (oznaczanie czynnika plytkowego 4, B-tromboglobuliny, serotoniny,
P-selektyny),

oceng przemian prostaglandyn (oznaczanie tromboksanu TXB; i jego meta-
bolitow),

oceng prokoagulacyjnej aktywnosci plytkowej (czas zuzycia protrombiny,
ocena rozpraszania $wiatta przez mikroptytki),

cytometryczng oceng aktywno$ci i reaktywnosci blonowych glikoprotein
plytkowych z uzyciem cytometru przeptywowego, specyficznych przeciw-
cial monoklonalnych i odpowiednich agonistow ptytkowych,

badania fosforylacji enzymoéw plytkowych oraz zmian st¢zenia plytkowego
wapnia.
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Ryc. 9.3. Udziat ptytek w procesach adhezji i agregacji

Metody oceny funkcji ptytek stosowane sa w celu diagnostyki zaburzen

wrodzonych, potwierdzenia zaburzen nabytych oraz w monitorowaniu leczenia
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przeciwagregacyjnego i podczas stosowania lekow przeciwzapalnych i przeciw-
reumatycznych.

9.2.4. Badania oceniajqce wewngqtrzpochodngq, zewnqtrzpochodnq i
wspolnq droge kaskady krzepnigcia

Stosowane przez kilkadziesiat lat badania oceniajace proces krzepnigcia -
czas krzepnigcia krwi (czas Lee-White) oraz czas rekalcynacji osocza (czas
krzepnigcia osocza po uwapnieniu) majg dzi§ znaczenie wytacznie historyczne i
nie powinny by¢ wykonywane w laboratoriach diagnostycznych. Przyczyna
krytycznej oceny tych badan byta mata czuto$¢ i specyficzno$¢, oraz mata po-
wtarzalno$¢ badan wynikajaca z btedéw pobrania krwi. Do badan przesiewo-
wych oceniajacych kaskade krzepnigcia osoczowego naleza badania uktadu
wewnatrzpochodnego, zewnatrzpochodnego oraz drogi wspolne;.

A. Czas czedciowej tromboplastyny po aktywacji, APTT (dawniej czas
kaolinowo-kefalinowy) jest miara wewnatrzpochodnego uktadu aktywacji pro-
trombiny, po maksymalnej aktywacji czynnikéw XI 1 XII (ryc. 9.4). Zalezy on
od zawarto$ci w osoczu czynnikow II, V, VIII, IX, X, XI, XII i fibrynogenu,
nie zalezy natomiast od liczby krwinek ptytkowych. Wartosci prawidlowe czasu
czesciowe] tromboplastyny po aktywacji zaleza od stosowanej metody i wyno-
sza 28 — 34 s. Prawidlowo wykonane badanie jest bardzo dobrym testem prze-
siewowym dla wewnatrzpochodnej i wspolnej drogi uktadu krzepnigcia. Prze-
dluzony czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji w nieobecnosci heparyny
wskazuje na niedobor jednego z czynnikéw krzepnigcia (hemofilie typu A, B,
choroba von Willebranda) lub na pojawienie si¢ w krazeniu krazacych antyko-
agulantow lub przeciwciat skierowanych przeciwko czynnikom krzepnigcia (np.
czynnikowi VIII lub IX). Wydtuzenie APTT zaczyna by¢ zauwazalne przy nie-
doborach czynnikow rzedu 40-50% normy.

Czas czgSciowej tromboplastyny po aktywacji jest przedluzony w:

e hemofiliach typu:

A - wrodzonym niedoborze czynnika VIII,
B - wrodzonym niedobrze czynnika IX,
C - wrodzonym niedoborze czynnika XI,

e wrodzonych niedoborach innych czynnikéw wewnatrzpochodnego ukta-
du krzepnigcia (zaburzenia fazy kontaktu - niedobor czynnika XII, pre-
kalikreiny, kininogenu; niedobor czynnika V),

e afibrynogenemii, hipo- i dysfibrynogenemii,

e niektorych postaciach choroby von Willebranda,

e obecnosci inhibitorow krzepnigcia (heparyna, produkty degradacji fibry-
nogenu, krazace antykoagulanty).



200 Anna Raszeja-Specht

Kaolin lub inne
Xl =—Xlla

IX — IXa + VIl + Ca** + PL*

J

X mmp Xa+Va+Ca'+PLF

4mm Fosfolipidy

0.1 mi caoces Fibrynogen =— Fibryna

0.1 ml odczyrika do APTT

{kwolinHosfulipidy+Ca™) l Xl — Xllla
Inkuibacs 37°C

Poriarczaeu {2} Fibryna stabilizowana

Ryc. 9.4 Zasada oznaczania czasu czgsciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT)

W przypadku monitorowania leczenia heparyna wielkoczasteczkowa nalezy
oczekiwaé przedtuzenia APTT 1,5 do 2,5-krotnego w stosunku do wartos$ci pra-
widtowych. Leczenie heparynami niskoczasteczkowymi, prowadzace do wy-
biorezej inaktywacji czynnika Xa, nie wptywa na wartosci APTT i nie wymaga
regularnego monitorowania. W przypadkach szczegélnych (ciaza, przewlekle
choroby watroby i nerek, powiklania krwotoczne lub zakrzepowe, dzieci, osoby
starsze itp.) nalezy oznacza¢ aktywno$¢ anty-Xa.

Czas czgSciowej tromboplastyny po aktywacji jest prawidlowy w:
e naczyniowych i ptytkowych skazach krwotocznych,
e wybiérczym niedoborze czynnika VII,
e niewielkich zaburzeniach wewnatrz- 1 zewnatrzpochodnego uktadu
krzepnigcia (tagodne postacie hemofilii, powyzej 20-30% normy czyn-
nika VIII).
Skrécenie czasu czgsciowe] tromboplastyny po aktywacji nie ma znaczenia
diagnostycznego.

B. Czas protrombinowy (PT), czas tromboplastynowy jest miarg ze-
wnatrzpochodnego uktadu aktywacji protrombiny (ryc. 9.5). Zalezy on od za-
warto§ci w osoczu protrombiny, czynnikow V, VII, X i fibrynogenu. Nie zalezy
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natomiast od pozostalych czynnikow krzepnigcia i od liczby krwinek ptytko-
wych. Czas protrombinowy jest badaniem z wyboru stuzacym do monitorowania
terapii przeciwzakrzepowej antagonistami witaminy K. Warto$ci prawidlowe dla
czasu protrombinowego wynosza od 11 do 14 s i zaleza od aktywnoS$ci uzywanej
do badania tromboplastyny. Duze rozbieznosci w wynikach badania u oséb le-
czonych przeciwzakrzepowo wymusity standaryzacje stosowanej do badania
tromboplastyny tkankowej, dlatego juz w 1977 roku Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) uznata okreslona seri¢ ludzkiej mozgowej tromboplastyny za
pierwotny migdzynarodowy preparat referencyjny, ktoremu po kalibracji przy-
znano wspolczynnik ISI=1,0 (International Sensitivity Index). Stosowane do
diagnostyki tromboplastyny sa kalibrowane w odniesieniu wzorca pierwotnego i
wtornych materialow referencyjnych. Obecnie wartos¢ czasu protrombinowego
jest przedstawiana jako miedzynarodowy wspolczynnik znormalizowany — INR,
a tradycyjnie jako procentowy wskaznik protrombinowy. INR odpowiada takiej
warto$ci wspolczynnika czasu protrombinowego (R), jaka by uzyskano, uzywa-
jac do oznaczen pierwotnego wzorca tromboplastyny. Postugiwanie si¢ tym
wspotczynnikiem mozliwe jest przy stosowaniu standaryzowanych preparatow
tromboplastyny i pozwala na jednolita interpretacje wynikoOw czasu protrombi-
nowego, niezaleznie od laboratorium, w ktéorym badanie zostato wykonane. Sto-
sowanie INR ma szczegdlne znaczenie w monitorowaniu chorych leczonych
doustnymi antykoagulantami.

Wartosci prawidtowe: INR 0.9 - 1.2, wskaznik protrombinowy: 80 - 120%.

Czas protrombinowy jest przedluzony (INR podwyzszony, wskaznik
protrombinowy obnizony) w:

e wrodzonych niedoborach czynnikéw II, V, VII, X,

e przewleklych chorobach miazszu watroby, w niedoborach witaminy K, w
chorobie krwotocznej noworodkow,

e leczeniu doustnymi antykoagulantami,

e rozsianym wykrzepianiu wewnatrznaczyniowym (DIC),

e przy znacznych niedoborach fibrynogenu, dysfibrynogenemii i zaburzeniach
polimeryzacji fibrynogenu,

e w obecnosci inhibitorow krzepnigcia (heparyna, produkty degradacji fibry-
nogenu, krazace antykoagulanty u chorych z toczniem rumieniowatym),

e w przebiegu biataczek, mocznicy, choroby Addisona-Biermera.

Skrécenie czasu protrombinowego nie ma znaczenia diagnostyczne-
£0.

W réznych sytuacjach klinicznych u chorych leczonych ustnymi antykoagu-
lantami zalecane sa rézne zakresy terapeutyczne INR, od 2-2,5 w profilaktyce
zaburzen zakrzepowych po zabiegach operacyjnych, do 4-4,5 w przypadku
nawracajacych zakrzepoéw i zatoréw. U pacjentdw ze znacznie przedtuzonym
czasem protrombinowym w wyniku leczenia antykoagulacyjnego nalezy spo-
dziewac si¢ rowniez przedtuzenia APTT z powodu obnizenia aktywnosci czyn-
nika IX.
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Ryc. 9.5 Zasada oznaczania czasu protrombinowego (PT)
C. Badania oceniajace wspolna droge kaskady krzepnigcia

Czas trombinowy (TT) jest miara przejscia fibrynogenu w fibryne i nie zale-
zy od wewnatrz- i zewnatrzpochodnego uktadu aktywacji protrombiny (ryc. 9.6).
Zalezy natomiast od stgzenia fibrynogenu, obecnosci nieprawidtowego fibrynoge-
nu, aktywnos$ci antytrombin oraz procesow polimeryzacji i stabilizacji fibryny.

Warto$ci prawidtowe czasu trombinowego wynosza okoto 15-20 s i sg za-

lezne od aktywnosci uzytej do badania trombiny.

Czas trombinowy jest przedluzony w:

e hipofibrynogenemiach (DIC - zespoét rozsianego wykrzepiania $roédna-
czyniowego, marsko$¢ i inne choroby watroby) - przy wartosciach fi-
brynogenu bliskich lub réwnych 0 g/L (afibrynogenemia) osocze nie
krzepnie,

e dysfibrynogenemiach,

e obecnosci immunologicznych inhibitoréw trombiny i paraprotein,

e zaburzeniach polimeryzacji fibryny (obecnos¢ produktow degradacji fi-
brynogenu — FDP/DD),

e obecnosci nieprawidlowych globulin u chorych z gammapatiami mono-
klonalnymi,

e leczeniu heparyna, hirudyna, lekami trombolitycznymi.
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Ryc. 9.6 Zasada oznaczania czasu trombinowego (TT)

Czas batroksobinowy (reptylazowy, RT) jest to czas krzepnigcia osocza
po aktywacji trombino- podobnym enzymem - reptylaza, obecna w jadzie zmiji
Bothrops atrox. Podobnie jak czas trombinowy jest miarg przejscia fibrynogenu
w fibryng i nie zalezy od wewnatrz- i zewnatrzpochodnego ukladu aktywacji
protrombiny. Na czas reptylazowy nie maja wptywu: heparyna i immunologicz-
ne antytrombiny, dlatego w trakcie leczenia heparyna lub w przypadku zanie-
czyszczenia probki krwi sladowymi ilosciami heparyny czas reptylazowy pozo-
staje niezmieniony. W stanach dysfibrynogenemi czas reptylazowy jest bardziej
przedtuzony niz czas trombinowy, a w obecnosci FDP i D-Dimeroéw — mniej.

Fibrynogen jest a,-globulina syntetyzowana w watrobie, ktora uczestniczy
w procesie tworzenia skrzepu (czynnik krzepnigcia I, rozpuszczalny prekursor
fibryny). Najczg$ciej stosowang metoda do oznaczania fibrynogenu jest zmody-
fikowany pomiar czasu trombinowego opisany w 1957 r. przez Claussa. Czas
krzepnigcia rozcienczonego osocza po dodaniu wysokich stezen trombiny jest
odwrotnie proporcjonalny do st¢zenia fibrynogenu. Badanie to jest wigc miarg
ostatniego etapu wspolnej drogi w kaskadzie krzepnigcia.
Wartosci prawidtowe st¢zenia fibrynogenu wynosza: 1,8 - 3,5 g/L.
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Stezenie fibrynogenu jest fizjologicznie podwyzszone podczas miesiaczki 1
w ciazy. Fibrynogen jako biatko ostrej fazy jest podwyzszony w stanach zapal-
nych (ostre stany goraczkowe, choroby zakazne, duze zabiegi operacyjne, ura-
zy), a najsilniejszym stymulatorem jego syntezy jest czynnik stymulujacy hepa-
tocyty - HSF-II. Brak wzrostu fibrynogenu w tych stanach moze sugerowac
wzmozong fibrynoliz¢ lub rozwijajacy si¢ zespot wykrzepiania srodnaczyniowe-
go (DIC).

Do wzrostu stezenia fibrynogenu dochodzi w:
e przebiegu chordb nerek (zespot nerczycowy, kiebkowe zapalenie nerek,
zespot hemolityczno- mocznicowy),
kolagenozach (toczen rumieniowaty, zapalenie guzkowe okolotetnicze),
zawale serca 1 udarze mozgu,
nocnej napadowej hemoglobinurii,
chorobach nowotworowych,
plamicy zakrzepowej matoptytkowe;j,
stosowaniu niektorych lekéw, w tym doustnych srodkow antykoncep-
cyjnych.

Ponadto hiperfibrynogenemia jest niezaleznym hemostatycznym czynnikiem
ryzyka zawalu migénia sercowego, udaru niedokrwiennego moézgu i miazdzycy
naczyn obwodowych.

Stezenie fibrynogenu jest obnizone w:

e wrodzonych niedoborach fibrynogenu (afibrynogenemie, hypofibryno-
genemie, dysfibrynogenemie),

e chorobach watroby (piorunujace zapalenie watroby, marsko$¢, martwica
watroby, $piaczka watrobowa),

e zespole rozsianego wykrzepiania srodnaczyniowego (DIC),

e skazach fibrynolitycznych (pokrwotoczne, pourazowe, pooparzeniowe,
ostra biataczka promielocytowa, nowotwory),

e mononukleozie zakaznej,

e leczeniu trombolitycznym (streptokinaza, urokinaza, batroksobina, an-
krod, rtPA) oraz innymi lekami (np. fenobarbital, L-asparaginaza).

9.2.5. Podstawowe badania uktadu fibrynolitycznego

Stosowane przez kilkadziesiat lat badania oceniajace proces fibrynolizy -
czas lizy skrzepu euglobulin (czyli czas rozpuszczania skrzepu zawierajacego
frakcje euglobulinowa osocza, w tym aktywatorow i inhibitoréw fibrynolizy)
oraz pomiar pola lizy fibrynogenu pod wptywem frakcji euglobulin, maja dzi$
znaczenie historyczne i sa rzadko wykonywane w laboratoriach diagnostycz-
nych. Obecnie laboratoria diagnostyczne specjalizujace si¢ w badaniach uktadu
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fibrynolitycznego oznaczaja stezenie plazminogenu, inhibitora plazminy: o,-
antyplazminy, oraz wykonuja badania aktywacji i hamowania przemiany pla-
zminogenu. W tym celu oznaczany jest tkankowy aktywator plazminogenu (t-
PA) - mierzy¢ mozna st¢zenie antygenu i jego aktywno$¢ oraz st¢zenie antygenu
inhibitora tkankowego aktywatora plazminogenu (PAI-1). Badania aktywacji
plazminy, ktora ulega natychmiastowej inaktywacji przez tzw. antyplazminy, sa
trudne 1 wymagaja badan posrednich — nalezy do nich oznaczanie kompleksow
plazmina - antyplazmina (PAP) oraz produktow degradacji fibrynogenu i fibryny
(FDP, D-Dimery, fibrynopeptydy A i B, peptydy Bf1-42, B15-42 i BB1-118).

9.2.6. Podstawowe badania ukladu antykoagulacyjnego

Oznaczenia najwazniejszych biatek uktadu antykoagulacyjnego — antytrom-
biny, bialka C i biatka S, prowadzone sa metodami pozwalajacymi na oceng ich
aktywnosci i/lub stgzenia.

Niedobor antytrombiny obserwowany jest:

e w zakrzepicach uwarunkowanych genetycznie (typy 11 II),
u noworodkéw 1 wezeSniakow,
w zaburzeniach syntezy (marsko$¢ watroby),
w zespotach utraty biatka (enteropatie, zespot nerczycowy)
po hemodializie,
w DIC-u i posocznicy,
e podczas leczenia duzymi dawkami heparyny wielkoczasteczkowe;.

Defekty wrodzone wystepuja rzadziej niz nabyte. Typ I charakteryzuje row-
nomierne obnizenie st¢zenia i aktywnosci biatka, natomiast typ II jest wywotany
defektem struktury antytrombiny i moze dotyczy¢ regionu wiazania heparyny,
miejsca aktywnego w stosunku do czynnikéw krzepnigcia, lub obu regionow
rownoczesnie.

Niedobor bialek C i S moze wystepowac:

e w zakrzepicach uwarunkowanych genetycznie (typy L, I1 1 III)

u noworodkéw 1 wezeSniakow,

w chorobach watroby,

w DIC-u i posocznicy,

w zespotach utraty biatka (zespoly zlego wchtaniania jelitowego, zespo6t
Nerczycowy),

w ciazy,

e w ostrej niewydolnosci oddechowe;j,

e podczas leczenia doustnymi antykoagulantami, antagonistami witaminy
K.

W przypadku podejrzenia niedoboru biatka C oznaczana jest jego aktyw-
no$¢, a w przypadku biatka S - frakcja wolna (niezwigzana z C4BP z uktadu
dopetiacza) oraz aktywnos¢.



206 Anna Raszeja-Specht

9.3. Diagnostyka najczestszych skaz krwotocznych
9.3.1. Diagnostyka zespotu wykrzepiania wewngqtrznaczyniowego (DIC)

Zespot DIC jest definiowany jako nabyty zespot wewnatrznaczynowej nie-
zlokalizowanej aktywacji krzepnigcia, wynikajacy z rzutu do krazenia trombo-
plastyn tkankowych, aktywacji osoczowego krzepnigcia i zwolnienia przeplywu
krwi. Zwiazane jest to z uszkodzeniem naczyn mikrokrazenia, co moze dopro-
wadzi¢ do dysfunkcji wielonarzadowej, a wtdrnie do aktywacji fibrynolizy.

W wyniku uogdlnionego wykrzepiania pojawiaja si¢ mnogie zakrzepy w
mikrokrazeniu, co prowadzi do niedokrwiennego uszkodzenia wielu narzadow.
Zuzycie ptytek i czynnikéw krzepnigcia objawia si¢ nasilajaca si¢ skaza krwo-
toczna.

W praktyce klinicznej przyjeto podziat zespotu DIC na skompensowany (fa-
za poczatkowa DIC lub stan przewlekly) oraz zdekompensowany (ostry DIC).

Gltowna role w przebiegu DIC-u petnia dwa enzymy — trombina i plazmina,
odpowiedzialne za aktywacje¢ krzepnigcia i fibrynolizy oraz aktywacje i zwigk-
szone niszczenie plytek. Wyniki badan laboratoryjnych wskazuja na zmiany
okreslonych elementow uktadu krzepnigcia i tym samym pozwalaja na rozpo-
znanie DIC.

Prawidlowa diagnostyka DIC powinna obejmowac¢ badania podstawowe, la-
twe do wykonania w warunkach szpitalnych (APTT, PT, TT, fibrynogen, liczba
ptytek, antytrombina i D-Dimery) oraz testy bardziej specyficzne, niestety rzad-
ko dostgpne w warunkach ostrego dyzuru, takie jak kompleksy trombina-
antytrombina (TAT) i plazmina-antyplazmina (PAP), fragmenty protrombiny
F1+2, biatko C i peptyd aktywacyjny biatka C, plazminogen, monomery fibryny
oraz oznaczenia czynnikow krzepnigcia V, VII i VIII. Gwaltowny spadek liczby
plytek, stgzenia fibrynogenu i antytrombiny oraz wzrost st¢zenia D-dimerow
moga $wiadczy¢ o narastaniu objawow DIC.

9.3.2. Diagnostyka choroby von Willebranda

Choroba von Willebranda jest najczestsza skaza wrodzona i wystepuje z
czestoscia 1-2% w populacji ogolnej. Chorobe t¢ wywoluje zmiana struktury Iub
funkcji czynnika von Willebranda, ktory odpowiada za procesy adhezji ptytek
oraz transport i ochrong czynnika VIII w osoczu. Typy 1 i 3 choroby von Wille-
branda cechuje ilosciowy niedobodr czynnika, niewielki w typie 1 1 znaczny w
typie 3. Typ 2, charakteryzujacy si¢ zaburzeniami struktury i funkcji czynnika,
podzielono na 4 podtypy: 2A, 2B, 2M i 2N. Badania laboratoryjne pozwalaja na
rozpoznanie poszczegolnych podtypow i tym samym umozliwiaja wlasciwa
decyzj¢ terapeutyczng. Tabela 9.2 przedstawia szczegotowa charakterystyke
poszczegblnych postaci.
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Tabela 9.2. Charakterystyka poszczegdlnych postaci choroby von Willebranda

Typ/ Cechy charakterystyczne Obraz skazy
podtyp krwotocznej
1 Czgsciowy niedobor ilosciowy, proporcjonalne obni- | Lagodna  lub
zenie antygenu i aktywnosci (<50%) umiarkowana
2A Niedobor jakosciowy: uposledzona adhezyjna funk- | Rézna

cja plytek, zmniejszenie ilosci/brak duzych i posred-
nich multimetrow.

2B Niedobor jakosciowy: wzrost powinowactwa vWF do | Rézna
ptytkowej GP Ib/IX, nieprawidtowe/brak duzych
multimetrow. Antygen i aktywno$¢ zmniejszone w
roznym stopniu, fagodna matoptytkowos¢.

2M Niedobor jakosciowy: obnizenie powinowactwa vVWF | Rozna
do plytkowej GP Ib/IX, brak zmian multimerowych.
Antygen i aktywno$¢ zmniejszone w réoznym stopniu,
gldwnie spadek aktywnosci.

2N Niedobor jakesciowy: spadek powinowactwa vVWF do | Rozna
czynnika VIII, prawidlowy rozktad multimetréw.
3 Calkowity niedobor ilosciowy z duzym obnizeniem | Cigzka

aktywnosci czynnika VIII (<5%), brak multimetrow.

Badania przesiewowe w kierunku choroby von Willebranda obejmuja ozna-
czanie czasu krwawienia lub okluzji (PFA-100), APTT, oznaczenie liczby ply-
tek, aktywnosci i stezenia antygenu czynnika von Willebranda oraz aktywno$ci
czynnika VIII. W badaniach uzupeiajacych mozna oznacza¢ agregacjg ptytek
w obecnosci rystocetyny — niefizjologicznego kofaktora czynnika von Wille-
branda, badac¢ struktur¢ multimetrow, wiazanie czynnika vW z ptytkami (GPIb),
kolagenem lub z czynnikiem VIII, a takze oznacza¢ przeciwciata przeciwko
czynnikowi von Willebranda. Badania te umozliwiaja rozpoznanie typoéw i pod-
typow choroby von Willebranda, rozréznienie postaci wrodzonych od nabytych
i pozwalaja na podjgcie decyzji odnosnie leczenia desmopresyna (DDAVP).

9.4. Diagnostyka laboratoryjna trombofilii

Pojecie ,,trombofilia” oznacza wrodzong lub nabyta sktonno$¢ do zakrze-
pow, glownie zylnych. Omawiane powyzej badania przesiewowe uktadu krzep-
nigcia, wykonywane u pacjentow ze sktonno$cia do zakrzepow nie pozwalaja na
wykrycie przyczyn zaburzenia (ryc. 9.7). Dlatego u pacjentow z podejrzeniem
trombofilii po wykonaniu badan przesiewowych wykluczajacych inne przyczyny
zaburzen zakrzepowo-zatorowych (choroby uktadu krwiotworczego, nowotwo-
rowe, nerek, watroby, miazdzyce itp. — tabela 9.3), nalezy wykonaé szczegdtowe
badania specjalistyczne, uwzgledniajac czesto$¢ wystgpowania niedoborow i
dysfunkcji poszczegolnych biatek. Nalezy pamigtac, ze rozlegte zabiegi opera-
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cyjne, dlugotrwate unieruchomienie, ciaza, potdg i stosowanie doustnych $rod-
kow antykoncepcyjnych oraz terapii hormonalnej u 0séb z wrodzonymi defek-
tami prozakrzepowymi, moga wywota¢ objawy zakrzepicy i dlatego sa wskaza-
niem do wykonania badan szczegoétowych.

W badaniach przesiewowych uktadu krzepnigcia, obejmujacych podobnie
jak w przypadku sktonnosci do krwawien oznaczenia APTT, PT, TT i fibryno-
genu, rzadko obserwuje si¢ odchylenia od wartosci prawidtowych. U osob ze
sktonnoscia do zakrzepow moze pojawic si¢ tzw. ,,paradoksalne” przedluzenie
APTT, wywotane obecnoscia przeciwciat antyfosfolipidowych (LA, aPL, aCL)
u pacjentoOw ze schorzeniami autoimmunologicznymi (np. toczen rumieniowaty,
reumatoidalne zapalenie stawow itp.). Rzadko obserwuje si¢ dysfibrynogenemie,
prowadzace do zaburzen zakrzepowych.

Wsrod badan podstawowych u 0s6b z podejrzeniem trombofilii wymienia
si¢ obecnie badania uktadu antykoagulacyjnego biatka C (w tym oznaczanie
biatka C, biatka S i oporno$ci na biatko C — tzw. APC-Resistance), oznaczanie
antytrombiny (AT) oraz przeciwciat antyfosfolipidowych (aPL, np. antykoagu-
lantu tocznia - LA) i antykardiolipinowych (aCL).

Opornos¢ na aktywne biatko C (APC-R) spowodowana jest najcze$ciej mu-
tacja w obrgbie genu kodujacego czynnik V (mutacja typu Leiden, G1691A),
ktora prowadzi do syntezy utomnego czynnika V, aktywnego wprawdzie w ka-
skadzie krzepnigcia, lecz nie wykazujacego aktywnosci kofaktorowej w uktadzie
biatka C.

Innymi, rzadszymi przyczynami trombofilii wrodzonej sa: podwyzszenie
stezenia glikoproteiny bogatej w histydyne (HRGP) prowadzace do hipoplazmi-
nogenemii, dysplazminogenemia, a takze niedobor kofaktora II heparyny. W
ostatnich latach potwierdzono, ze przyczyna trombofilii wrodzonej moze by¢
rowniez hiperhomocysteinemia, zwigzana z mutacja genu reduktazy metylenote-
trahydrofolianowej (MTHFR C677T), enzymu odpowiedzialnego za przemiang
homocysteiny do metioniny. Przyczyny zakrzepicy wrodzonej i nabytej zesta-
wiono w tabeli 9.3.
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T

! Ba?anla przesiewowe I
Morfologia krwi Profil lipidowy Hemostaza:
byrki) EWEQMV ADPTT, DT, TT, fibrynasen

Badania uzupetniajgce podstawowe
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Ryc. 9.7 Schemat badania pacjenta z cechami trombofilii (wrodzonej lub nabytej) —
objasnienia skrotow w tekscie
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Tabela 9.3. Przyczyny zakrzepicy nabytej i wrodzonej

Trombofilia wrodzona Trombofilia nabyta Przyczyny inne (?)
Niedobor antytrombiny Zabiegi ortopedyczne i chi- | Nabyta APC-R
Niedobor biatka C rurgiczne Otytosé

Niedobor biatka S Urazy i dlugotrwate unieru- | Hiperfibrynogenemia

APCR — mutacja FV Le-
iden

chomienie
Ciaza, potog, hormonalna

Wzrost czynnikow IX,
X1

Hiperprotrombinemia — terapia zastgpcza i antykon- | Spadek czynnika XII
mutacja FIIG20210A cepcja Wzrost TAFI (inhibito-
Dysfibrynogenemia Przeciwciata antyfosfolipi- ra fibrynolizy aktywo-
Hipo/ dysplazminogenemia | dowe wanego trombina)*
Niedobor kofaktora IT he- Nowotwory Spadek TFPI (inhibito-
paryny Zespoty mieloproliferacyjne | ra uktadu zewnatrzpo-
Hiperhomocysteinemia — Udar niedokrwienny mézgu | chodnego)*
Polimorfizm C677T Wazrost czynnikéw VIII i

MTHFR von Willebranda

Wzrost czynnika VIII Wzrost PAI-1

Wazrost PAI-1

*TAFI i TFPI uznano za nowe czynniki odpowiedzialne za stany nadkrzepliwosci
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Mutacja genu protrombiny (FII G20210A) réwniez zostata uznana za jedna z
przyczyn wrodzonej trombofilii, jednak wzrost aktywnosci protrombiny nie
znajduje odzwierciedlenia w Zadnym prostym teécie laboratoryjnym i dlatego
zaburzenie to wykrywane jest wylacznie przy pomocy badan metodami PCR.

W przypadku stwierdzenia niedoboru biatek C i S oraz antytrombiny meto-
dami czynno$ciowymi nalezy wykona¢ oznaczenia antygenow tych bialek tech-
nikami immunologicznymi w celu okreslenia typu i podtypu zaburzenia oraz
badania metodami biologii molekularnej (PCR) w celu okreslenia rodzaju muta-
cji (patrz rowniez rozdziat 13).
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10. PODSTAWY DIAGNOSTYKI ENDOKRYNOLOGICZNEJ

Andrzej Szutowicz, Dorota Bizon-Zygmanska

10.1. Mechanizmy homeostazy ustrojowej

Uktad nerwowy i endokrynny stanowia dwa gldwne systemy odpowiadajace
na bodzce srodowiskowe i dostosowujace organizm do zmieniajacych si¢ wa-
runkoéw zewngtrznych. Odpowiedzialne sa rowniez za utrzymanie wewngtrznej
rownowagi (homeostazy) organizmu.

W uktadzie nerwowym neurony wywieraja swoje dziatanie na inne neurony
1 tkanki bezposrednio poprzez zakonczenia synaptyczne. Substancje neuroprze-
kaznikowe zgromadzone w pecherzykach synaptycznych sa wydzielane z za-
konczenia nerwowego do szczeliny synaptycznej miedzy jego blona presynap-
tyczng a btona postsynaptyczna na powierzchni komorki recepcyjnej. Neuro-
przekaznik wiaze si¢ ze specyficznymi dla siebie receptorami btony postsynap-
tycznej wywotujac okreslone reakcje takie jak: otwarcie kanatu jonowego, ak-
tywacja biatek G czy tez kinazy tyrozynowej.

o \ng
Homa — {-:I__,

BRzon
Fokoacirenie
Sccochrm ¥ imziiad
. -~ ., BanE
¢ ® posEynanl yoinE
Run::rp:l:.ukltni::lwn
. N
q e ®
P
Newroendokrynoe Antokrynne Parakrynne

Ryc. 10.1. Schematy oddziatywan substancji sygnatowych na komoérki docelowe
Przyktady wydzielania: endokrynne — hormony tropowe przysadki moézgowej, prolakty-
na, hormon antydiuretyczny, hormon wzrostu, glukokortykoidy, mineralokortykoidy,
tyroksyna; neuroprzekaznictwo — glutaminian, acetylocholina, kwas gamma amino ma-
stowy, dopamina, serotonina; wydzielanie neuroendokrynne — hormony uwalniajace
hormony przysadki mézgowej, dopamina; wydzielanie autokrynne — prostaglandyny,
insulino-podobne czynniki wzrostu; wydzielanie parakrynne - glukagon, somatostatyna.
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To z kolei uruchamia drogi wewnatrzkomorkowego przekaznictwa sygna-
1ow, ktére zmieniaja doraznie lub trwale (adaptacyjnie) funkcje, a czasem struk-
ture komorki odbiorczej. Stezenie neuroprzekaznika w szczelinie synaptycznej
jest zwykle wysokie (kilka-kilkadziesiat mmoli/L) co powoduje, ze sita sygnatu
jest duza. Dziatanie neuroprzekaznika konczy jego rozktad (np. acetylocholing:
esteraza-acetylocholina) lub wychwyt przez specyficzne transportery (np. glu-
taminian, dopamina). Neuroprzekazniki dziataja wigc lokalnie w obrebie synap-
sy, w zasiggu od utamka do kilku mikrometréw od miejsca wydzielania.

Hormony sa syntetyzowane, sktadowane i wydzielane przez wyspecjalizo-
wane komorki endokrynne zgromadzone w gruczotach wewngtrznego wydziela-
nia badz rozproszone w réznych tkankach w postaci pojedynczych komorek lub
ich niewielkich skupien. Sa one wydzielane z ziarnisto$ci wydzielniczych w
odpowiedzi na specyficzny bodziec stymulujacy do krwi, za posrednictwem
ktoérej dostaja si¢ do komorek docelowych. Wydzielenie do krazenia ogdlnego
powoduje znaczne rozcienczenie hormonéw. Ich stezenia w osoczu i plynie
srodmiazszowym sa niskie, rzqdulO'g—IO'lzmol/L. Po dotarciu do komorek re-
cepcyjnych hormony peptydowe i aminy katecholowe wiaza si¢ z odpowiednim
receptorem btonowym wywierajac swoje dziatanie poprzez biatka G sprzezone z
cyklaza adenylanowa lub fosfolipaza C, badz poprzez drogi kinaz tyrozyno-
wych. Inne hormony takie jak hormony sterydowe lub tarczycowe dyfunduja
przez btong plazmatyczna i tacza si¢ z rozpuszczalnym ligandem wewnatrzko-
morkowym, ktory staje si¢ aktywnym czynnikiem transkrypcyjnym. Wiaze sig
on ze specyficznymi miejscami promotorowymi DNA zwigkszajac lub zmniej-
szajac ekspresj¢ odpowiednich genow. W ten sposob odbywa si¢ dlugoczasowa
adaptacyjna modyfikacja struktury i funkcji réznych tkanek. Przyktadem wielo-
kierunkowych zmian adaptacyjnych wywolanych przez hormony jest dojrzewa-
nie ptciowe lub ciaza.

Hormony wywieraja rowniez dziatania krétkoczasowe. Przyktadem takiego
wplywu jest wywolany przez insuling wzrost ggstosci transporterow glukozy
GLUT4 w btonach plazmatycznych komoérek insulino-zaleznych. Rownowaga
uktadéw hormonalnych w wigkszo$ci przypadkow jest utrzymywana przez sys-
tem sprzgzen zwrotnych. Oznacza to, ze niski poziom we krwi substancji podle-
gajacej regulacji przez hormon powoduje wzrost, a wysoki poziom spadek jego
wydzielania do krwi. I tak, hipokalcemia powoduje wzrost wydzielania para-
thormonu przez przytarczyce, ktory zwigksza poziom [Ca’']w plynie pozako-
moérkowym. Natomiast wzrost [Ca*"] hamuje wydzielanie parathormonu. Od-
wrotna sytuacja ma miejsce w przypadku insuliny, ktorej wydzielanie z komorek
beta wysepek trzustki jest stymulowane przez hiperglikemi¢, a hamowane przez
hipoglikemig.
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10.2. Wspoldzialanie ukladu nerwowego i ukladu hormonalnego

Uktad nerwowy moduluje czynno$¢ gruczotow wydzielania wewngtrznego
poprzez drogi nerwowe bezposrednio unerwiajace komorki gruczotowe (neuro-
przekaznictwo) lub poprzez wydzielenie neuroprzekaznikow do krwi (droga
neuroendokrynna)(ryc. 10.1). I tak, pobudzenie widkien cholinergicznych nerwu
btednego unerwiajacych wysepki trzustki zwicksza wydzielanie insuliny i glu-
kagonu. Natomiast stymulacja wldkien sympatycznych nerwu trzewnego uner-
wiajacych wysepki hamuje wydzielanie insuliny i somatostatyny, a zwigksza
wydzielanie glukagonu.

10.2.1. Hormony podwzgorza i przedniego plata przysadki

Kluczowe znaczenie w regulacji czynnosci komoérek endokrynnych przysad-
ki maja neurohormony wydzielane przez zakonczenia nerwowe neuronow jader
podwzgorzowych. Neurony te w swoich perikarionach syntetyzuja rézne hor-
mony peptydowe - liberyny. Ciata tych neuronéw (neurony drobnokomorkowe)
tworza jadra w regionie podwzgoérzowo-przysadkowym, a ich aksony formuja
drogi nerwowe konczace si¢ skupieniami zakonczen nerwowych neurosekrecyj-
nych (narzad neurohemalny) na naczyniach wlosowatych splotow naczynio-
wych. Liberyny transportowane przez aksony sa akumulowane w pgcherzykach
sympatycznych zakonczen nerwowych i wydzielane do splotow naczyniowych.
Sploty sa ukrwione przez tetnice przysadkowa gorna, a uchodza do dwoch zyt
wrotnych przysadkowych. W obrebie przedniego plata (czgéci gruczotowej)
przysadki mozgowej naczynia te ponownie rozgatgziaja si¢ i dostarczaja libery-
ny do komorek wydzielajacych hormony tropowe, a nastepnie uchodza do zyt
odprowadzajacych (ryc. 10.2).

Do liberyn zaliczamy m.in. hormon uwalniajacy tyreotroping (TRH, tyreoli-
beryna), hormon uwalniajacy gonadotropiny follitroping i lutroping (GnRH,
gonadoliberyna), hormon uwalniajacy kortykotroping (CRH, kortykoliberyna) i
hormon uwalniajacy hormon wzrostu (GHRH).

Podwzgorze wydziela rowniez hormony hamujace niektore funkcje przed-
niego plata przysadki. Czynniki te nazwano czynnikami hamujacymi albo staty-
nami. Somatostatyna hamuje wydzielanie hormonu wzrostu, somatomedyna -
tyreotropiny, a czynnik hamujacy uwalnianie melanotropiny (MSHIH)- hormon
melanotropowy. W podwzgorzu znajduja si¢ rowniez neurony wydzielajace
dopaming, ktora droga neuroendokrynna hamuje wydzielanie prolaktyny i tyreo-
tropiny oraz zwigksza wydzielanie hormonu wzrostu (ryc. 10.2).

Przysadka jest niewielkim gruczotem dokrewnym potozonym u podstawy
czaszki, w zaglebieniu ko$ci klinowej, (siodlo tureckie). Posiada dwie zasadni-
cze czgsci: mniejsza czgs¢ nerwowa, do ktorej wydzielane sa hormon antydiure-
tyczny 1 oksytocyna, oraz wigksza czg$¢ gruczotowa (ok. 70% masy gruczotu).
Znajduje si¢ w niej sze$¢ grup komorek wydzielajacych siedem hormondw:
prolaktyng (PL), hormon adrenokortykotropowy (ACTH), hormony gonadotro-
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powe (lutroping (LH) i follitroping (FSH), hormon tyreotropowy (TSH), hormon
wzrostu (GH) 1 hormon melanotropowy (MSH) (ryc. 10.2).
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Ryc. 10.2. Osie podwzgorzowo-przysadkowo-gruczotowe. Podworzowa -neurohormo-
nalna regulacja wydzielania hormon6éw przedniego ptata przysadki mézgowej. Regulacja
wydzielania hormondéw z obwodowych gruczotow wydzielania wewngtrznego i tkanek
przez hormony tropowe przysadki mézgowe;.

Oproécz liberyn czynno$¢ wydzielnicza odpowiednich komorek czegsci gru-
czotowej przysadki reguluja ujemne sprzg¢zenia zwrotne wywierane przez hor-
mony gruczotu tarczowego, hormony ptciowe i glikortykosterydy (ryc. 10.3).
Zjawisko to zachodzi posrednio przez zahamowanie wydzielania odpowiednich
liberyn z podwzgorza, oraz przez bezposrednie hamowanie wydzielania hormo-
néw tropowych z komoérek gruczotowej czesci przysadki (ryc. 10.3).

Bodzce innego rodzaju, takie jak hipoglikemia, aktywuja wydzielanie tyre-
oliberyny, hormonu wzrostu i adrenokortykotropowego. Wysilek fizyczny
zwigksza wydzielanie prolaktyny i hormonu wzrostu. Sen stymuluje wydzielanie
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hormonu wzrostu, a stres - hormonu adrenokortykotropowego i hormonu wzro-
stu.Wymienione mechanizmy regulacyjne sa wykorzystywane w probach czyn-
no$ciowych majacych na celu wykrycie niedoczynno$ci badz nadczynnos$ci
uktadoéw endokrynnych (ryc. 10.2, 10.3).
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Ryec. 10.3. Kaskada wydzielania hormonéw. Uktad sprze¢zen zwrotnych
10.2.2. Hormony tylnego plata przysadki (czes¢é neurohormonalna)

Nieco inaczej jest zaopatrywany w krew tylny ptat przysadki. Jest on una-
czyniony przez. tetnicg przysadkowa dolna, do ktorej splotu kapilarnego sa wy-
dzielane hormony antydiuretyczny (wazopresyna, AVP, ADH) i oksytocyna.
Synteza tych hormonéw odbywa si¢ w perikarionach neuronéw olbrzymioko-
morkowych jadra przykomorowego i nadwzrokowego podwzgorza, skad za
posrednictwem drogi nadwzrokowo-przysadkowej sa dostarczane bezposrednio
do tylnego ptata przysadki (ryc. 10.4). Wazopresyna dziata w krazeniu ogolnym;
zmniejsza diureze poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci dla wody nablonka
kanalika zbiorczego i dystalnego nerek. Dziatanie to odbywa si¢ poprzez akty-
wacj¢ kinazy biatkowej A fosforylujacej biatko - akwaporyng w btonie luminal-
nej komorek kanalikow nerkowych.
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Ryc.10.4. Regulacja wydzielania i dziatanie hormonéw tylnego ptata przysadki mézgo-
wej

W dawkach farmakologicznych ADH obkurcza migénie gladkie naczyn
wiencowych i obwodowych oraz migénie gladkie jelit. Niedobér ADH, powodu-
je moczowke prosta (mellitus insipidus), w ktoérej dochodzi do uposledzenia
zageszczania moczu 1 nadmiernej utraty wody z moczem. Powoduje to odwod-
nienie (hypovolemia) hipertoniczne (hypernatremia). Z kolei zesp6t nieodpo-
wiedniego wydzielania ADH, nadmiar tego hormonu, powoduje zwigkszona
reabsobcje¢ zwrotng wody w kanalikach dystalnych powodujaca przewodnienie
hipotoniczne (hypervolemia, hyponatremia). Wydalany mocz jest zaggszczony
(wysoki ¢.wt.) nicodpowiednio do istniejacej hiponatremii.

Oksytocyna jest oktapeptydem o sktadzie aminookwasowym podobnym do
ADH. Hormon ten podczas porodu pobudza skurcze macicy, a w czasie karmie-
nia piersia obkurcza widkna migsniowe wokodt pecherzykéw gruczotu mleczne-
go. Nie sa znane patologie wynikajace ze wzrostu wydzielania lub niedoboru
oksytocyny.
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10.3. Diagnostyka laboratoryjna wybranych zaburzen
endokrynologicznych

Diagnostyka laboratoryjna zaburzen endokrynologicznych odbywa si¢ na
poziomie podstawowym poprzez oznaczanie zmian st¢zen analitow w ptynach
ustrojowych regulowanych przez odpowiednie hormony, oraz oznaczanie zmian
stezen hormondéw obwodowych i tropowych. Stezenia liberyn w krazeniu og6l-
nym sa zbyt niskie i zbyt zmienne by mogly stanowi¢ wiarygodng wskazowke

diagnostyczna (ryc. 10.3.)

Tabela 10.1. Rodzaje badan laboratoryjnych stosowane w diagnostyce pierwotnych i

wtornych zaburzen endokrynnych

Rodzaj badania

Przyklady zaburzen hormonalnych

Ocena efektu biologicznego
hormonu

Glukoza- insulina, glukagon, tyroksyna, IGF1 — cu-
krzyca, zespoty hipoglikemiczne

Ca/Pi — parathormon, 1,25hydroksy- kalcyferol —
hiper lub hipo paratyreoidyzm

Pomiar podstawowego
stezenia hormonu w
osoczu/surowicy i/lub
jego wydalania z moczem

Kortyzol/ACTH — pierwotna i wtérna nadczynno$é
lub niedoczynnos$¢ kory nadnerczy

Hormon tyreotropowy — nadczynnos$¢/ niedoczynno$é
tarczycy

Prolaktyna — prolactinoma, lub wtérna hiperprolakty-
nemia

Pomiar drugiego przekaznika
informacji lub produktu prze-
miany hormonu

Nefrogenny cAMP — hiperparatyreoidyzm, psedohi-
poparatyreoidyzm
Kwas 5-hydroksyindolooctowy, serotonina-rakowiaki

Ocena rytmu wydzielania hor-
monu — dobowego lub mie-
sigcznego

Kotyzol/ACTH — utrata rytmu — gruczolaki kory nad-
nerczy, zespoly depresyjne

Estradiol/progesteron, FSH/LH — brak lub nieprawi-
dlowe zmiany pozioméw w cyklu miesigcznym —
cykle bezowulacyjne, zespot wielotorbielowatych
jajnikéw, hipeprolaktynemia i inne zaburzenia ptod-
nosci

Proby czynnos$ciowe — hamuja-
ce w nadczynno$ciach i stymu-
lujace w niedoczynnoS$ciach
uktadéw hormonalnych

Hormon wzrostu, proby stymulujace - prdéba snu,
insulina, bromokryptyna, L-dopamina, klonidyna,
somatoliberyna — w niedoborach wzrostu

-proby hamujace — doustny test obciazenia glukoza
(4-punktowy) — w akromegalii.

Kortyzol/ACTH -Préby aktywujace z kortykolibery-
ng, synaktenem — w pierwotnych i wtornych niedo-
czynnosciach kory nadnerczy

- proby hamujace z deksametazonem w nadczynno-
$ciach kory nadnerczy

Pomiar miana przeciwciat
przeciw antygenowi/(m) zwia-
zanym z mechanizmem dziata-
nia hormonu

Przeciwciata przeciw antygenom tarczycy — nadczyn-
nosci i niedoczynnosci tarczycy

Przeciwciala przeciw-wyspowe i przeciw insulinowe
w cukrzycy.
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Badania laboratoryjne, ktére sa stosowane do diagnostyki i oceny leczenia
pacjentdéw z chorobami endokrynnymi, jak rowniez zaburzen endokrynnych
przebiegu roznych chordb somatycznych i psychicznych mozna zaliczy¢ do
kliku grup wymienionych w tabeli 10.1.

10.3.1. Diagnostyka laboratoryjna chorob uktadu podwzgorzowo-
przysadkowo-tarczycowego

Badania markeréw laboratoryjnych funkcji tarczycy stanowia 80% wszyst-
kich oznaczen hormondéw wykonywanych w laboratoriach medycznych co od-
zwierciedla epidemiologig tej grupy chordb endokrynologicznych.

10.3.1.1. Badania podstawowego poziomu hormondéw

A. Hormon tyreotropowy- (tyreotropina, TSH)

Istnienie ujemnego sprzezenia zwrotnego migdzy st¢zeniem hormondow tar-
czycy a sekrecja TSH sprawia, ze oznaczanie podstawowego stezenia tego hor-
monu jest jednym z najbardziej czutych wskaznikow czynnosci tarczycy (ryc.
10.3).

Oznaczanie TSH jest stosowane jako przesiewowy test wykluczajacy zabu-
rzenia czynnosci gruczotu tarczowego.

Wartosci referencyjne dla TSH w surowicy: 0,3- 5,0 mU/L.

Podwyzszone stezenie TSH: $wiadczy o pierwotnej (tyreogennej) niedo-
czynnosci tarczycy (najczgsciej ch. Hashimoto). Ten fakt jest wykorzystywany
w badaniach przesiewowych noworodkow w kierunku wrodzonej niedoczynno-
$ci tarczycy wykonywanych w tzw. ,,suchej kropli krwi — poziom odcigcia w
tych badaniach wynosi 15.0 mU/L. Wzrost TSH obserwuje si¢ w subklinicznej
niedoczynnosci tarczycy, oraz w przypadkach gruczolaka przysadki produkuja-
cego TSH (wtorna nadczynno$¢ tarczycy), a takze w fazie zdrowienia po cigz-
kich chorobach.

Obnizone stezenie TSH: §wiadczy o pierwotnej nadczynnosci tarczycy lub
wtornej niedoczynnosci tarczycy pochodzenia przysadkowego lub podwzgorzo-
wego (bardzo rzadka). Wystepuje rowniez po przedawkowaniu tyroksyny u
pacjentéw leczonych z powodu niedoczynno$ci tarczycy, u ludzi w starszym
wieku i chorych w cigzkim stanie ogoélnym, oraz w 1 trymestrze ciazy, w terapii
sterydami lub dopaminag i lekami o podobnym dziataniu.

B. Hormony tarczycy

Pomiary catkowitego stezenia hormondéw tarczycy w surowicy sa obecnie
rzadko wykonywane. Wynika to z trudnosci interpretacji tych wynikéw. Stano-
wig one bowiem sumg stezen tyroksyny (T4) lub trojjodotyroniny (T3) zwiaza-
nej z biatkami surowicy i hormonu wolnego (aktywnego biologicznie). W posta-
ci wolnej krazy we krwi tylko okoto 0,03% T4 i 0,3 % catkowitegoT3. Tylko ta
pula decyduje o stanie czynno$ciowym osi podwzgdrzowo-tarczycowej. Nato-
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miast poziom pozostalej olbrzymiej, nieczynnej biologicznie, frakcji tych hor-
monow zwigzanej z biatkami osocza moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od pozio-
mu bialek wiazacych: globuliny wiazacej tyroksyng (Thyroid Binding Globulin,
TBG, 70% wiazania), albuminy (10%) wiazania i prealbuminy wiazacej tyrok-
syng (Transthyretin, thyroxin-binding prealbumin, TBPA, 20% wiazania).
Zmiany poziomu tych bialek sa niezalezne od stanu osi podwzgdrzowo-
tarczycowej. Dlatego diagnostyczne znaczenie ma pomiar st¢zenia wolnych
hormonéw tarczycowych:

e wolna tyroksyna (FT4), wartosci referencyjne 9- 24 pmol/L

e wolna trijodotyronina (FT3), wartosci referencyjne 2,2- 5,3 pmol/L

C. Autoprzeciwciala przeciwko komoérkom tarczycy

e przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie- (anty-Tg). Ich poziom wzrasta w 90
% przypadkoéw autoimmunologicznego zapalenia tarczycy typu Hashimoto.
Poziom ich wzrasta rowniez w chorobie Graves-Basedow’a (immunologicz-
na nadczynno$¢ tarczycy) szczegodlnie u chorych ze zmianami ocznymi
(50% przypadkow).

e przeciwciata przeciwko peroksydazie tarczycowej- anty-TPO (wcze$niej
okreslane jako przeciwciata mikrosomalne); miano tych przeciwcial wzrasta
w chorobie Hashimoto (90%) i chorobie Graves-Basedow’a (70-90%).

e przeciwciata przeciwko receptorom TSH (Thyroid Stimulating Immunoglo-
bulins, TSI ), wiazac si¢ z receptorem TSH pobudzaja czynno$¢ tarczycy.
Obecnos¢ tych przeciwciat stwierdza sie¢ u 90-95% chorych na chorobe
Gravesa- Basedowa w fazie nadczynnosci tarczycy.

D. Wskazniki choréb nowotworowych tarczycy
e tyreoglobulina w surowicy krwi (Tg), wartosci referencyjne <50 ng/mL.

Stezenie Tg wzrasta w zroznicowanych nowotworach tarczycy: pecherzy-

kowym 1 brodawkowym. Stgzenie Tg ponizej wartosci oznaczalnych (<1

ng/mL) wystepuje w agenezji tarczycy, po leczeniu operacyjnym zrdznico-
wanego raka tarczycy. Dlatego ponowne zwigkszenie Tg po zabiegu tyreo-
idektomii z powodu raka tarczycy §wiadczy o istnieniu przerzutow;

e kalcytonina w surowicy krwi, wartosci referencyjne <150 ng/L.

Oznaczanie kalcytoniny ma duze znaczenie diagnostyczne w rakach rdzenia-
stych tarczycy wywodzacych si¢ z komorek C. Raki te sa elementem dziedzicz-
nych zespolow mnogiej gruczolakowatosci endokrynnej o dominujacym sposo-
bie dziedziczenia. Po wykryciu tej postaci raka, powinny by¢ przeprowadzone
badania diagnostyczne u krewnych pacjenta.

10.3.1.2. Badania czynnos$ciowe w chorobach tarczycy
A. Test pobudzenia TRH- test stymulacji wydzielania TSH tyreoliberyna

Test z TRH jest wykonywany rzadko w celu zréznicowania przysadkowych
i podwzgorzowych przyczyn niedoczynnosci tarczycy. Testu nie wolno wyko-
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nywac u kobiet cigzarnych. U chorego oznacza si¢ stezenie wyjsciowe TSH w
surowicy (czas 0), a nastgpnie podaje si¢ 200 ug TRH (trojpeptyd, pGlu-His-
ProNH,) dozylnie i krew pobiera si¢ ponownie po 30 i 60 min. W sytuacji za-
chowanego mechanizmu sprz¢zenia zwrotnego (podwzgorze-przysadka- tarczy-
ca) podanie TRH powoduje zwigkszenie stgzenia TSH do wartosci przekraczaja-
cych gorny zakres normy. TSH wzrasta u zdrowego cztowieka o okoto 25 mU/L
w 30 min i stopniowo spada do wartosci wyjsciowych w 60 min (ryc. 10.5A). W
pierwotnej nadczynnosci tarczycy przy niskim wyjsciowym poziomie TSH, nie
obserwuje si¢ jego wzrostu (krzywa ptaska) (ryc.10.5C). Wynika to z blokady
uktadu podwzgoérzowo- przysadkowego przez wysokie stgzenia hormondw tar-
czycy. U chorych z niedoczynno$cia pierwotna tarczycy wyjsciowa wartos¢
TSH jest wysoka i w 30 min wzrost jest bardzo duzy (patologicznie dodatni test
stymulacji TRH) (ryc. 10.5.B). U chorych z niedoczynnos$cia tarczycy wtoérna
pochodzenia przysadkowego obserwujemy patologicznie mate stezenia TSH
(ryc. 10.5.C., uyjemny test stymulacji TRH).
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Ryc.10.5. Stezenie TSH w surowicy po podaniu TRH: w eutyreozie (A); pierwotnej
niedoczynnosci (B) pierwotnej nadczynno$ci oraz wtornej niedoczynno$ci tarczycy
pochodzenia przysadkowego (C).

Natomiast przy niedoczynnos$ci pochodzenia podwzgorzowego odpowiedz
moze by¢ opodzniona z najwyzszymi wartosciami TSH w 60 min testu.

Test stymulacji TRH stosuje si¢ rowniez w celu zréznicowania hiperprolak-
tynemii spowodowanej gruczolakiem (prolactinoma) od hiperprolaktynemii
czynno$ciowej (ryc. 10.2). W pierwszym przypadku przy wysokim poziomie
wyjsciowym protaktyny nie dochodzi do wzrostu jej poziomu w surowicy. W
drugim obserwuje si¢ wzrost st¢zenia protaktyny.
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10.3.1.3. Diagnostyka laboratoryjna najczestszych chorob tarczycy

A. Wole proste
Wolem obojetnym okresla si¢ powigkszenie gruczolu tarczowego przy za-

chowanej prawidlowej sekrecji hormonéw, bez objawoéw zapalenia i zezto$li-

wienia. Wole obojgtne stanowi ponad 90% chordb tarczycy.

Glownymi przyczynami wola obojgtnego sa:

e niedobdr jodu, ktory powoduje wzrost wydzielania TSH oraz aktywacje
miejscowych wewnatrz-tarczycowych czynnikéw wzrostowych np. czynni-
ka wzrostowego naskoérka (EGF), insulino-podobnego czynnika wzrostu
(IGF1). Nastgpstwem jest hiperplazja tyreocytow.

Do przerostu moze dochodzi¢ w:

e okresach zycia, w ktorych istnieje zwigkszone zapotrzebowanie na hormony
tarczycy (pokwitanie, cigza, laktacja, przekwitanie)

e przy spozywaniu zwiazkow wolotworczych (tioglikozydy, tiocyjaniany,
izocyjaniany w kapuscie, rzepaku, rzezusze)

e niedoborach enzymoéw bioracych udzial w syntezie i przemianie hormondéw
tarczycy, uwarunkowanych genetycznie.

Wszystkie te defekty prowadza do niedoboru hormonéw tarczycy. Powoduje to

z kolei wzrost wydzielania TSH, ktory dziata troficznie na komorki tarczycy.

Wartosci stezen TSH w surowicy krwi sa podwyzszone, a fT3 i fT4 prawidtowe

lub obnizone.

U o0s6b zyjacych na obszarach znacznego niedoboru jodu wartosci stgzen
hormonéw moga by¢ nieco inne. Wskutek zmniejszenia st¢zenia jodkow we-
wnatrz komorek pecherzykowych tarczycy obserwuje si¢ kompensacyjne zwigk-
szenie syntezy T3 w porownaniu z T4. Stwierdza si¢ wowczas tylko nieznaczne
zwigkszenie TSH, wyrazne obnizenie fT4 i wzrost fT3. Wyréwnanie niedoboru
jodu w diecie normalizuje te zmiany.

W Polsce w 1997 wprowadzono jodowanie soli kuchennej. Podaz jodu wy-
raznie wzrosta i osiagneta wartosci niemalze prawidtowe. Wsrod przebadanych
dzieci szkét podstawowych réznych regionow kraju czesto$¢ wystepowania
wola zmniejszyla si¢ z 38% w 1994 roku do 7% w 1999 roku.

B. Niedoczynnos$¢ tarczycy

Niedoczynno$¢ tarczycy jest stanem, w ktorym w organizmie dochodzi do
deficytu hormonow tarczycy. Objawy kliniczne to spowolnienie funkcji umy-
stowych przechodzace w letarg, u dzieci niedorozwoj umystowy, hipotonia,
obrzek Sluzakowy (przerost tkanki podskornej), obnizenie filtracji kigbkowe;,
hipotermia, bezptodnos¢.

Przyczyny niedoczynnosci tarczycy to:

- Wrodzona niedoczynnos$¢ tarczycy, wystgpuje z czestoscia 1 na 5000
urodzin noworodkow. Odpowiednio wczesne rozpoznanie i wdrozenie leczenia
catkowicie zapobiega powstawaniu cigzkich zaburzen rozwojowych (kretynizm,
niedobory wzrostu, deformacje kostne itp.). Wczesne rozpoznanie zapewniajg
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powszechne badania przesiewowe noworodkéw. Oznaczany jest poziom TSH w
»suchej kropli krwi”. Poziom powyzej 15mU/L jest wskazaniem do doktadnie;j-
szych badan i rozpoczgcia leczenia.

- Nabyta niedoczynnoS$¢ gruczotu tarczowego
Pierwotna niedoczynnos¢ tarczycy moze by¢ spowodowana najczesciej choroba
autoimmunologiczng (choroba Hashimoto), przewleklym stanem zapalnym
(choroba de Quervaina, rzadko), zwidknieniem gruczotu (choroba Riedl’a), le-
czeniem jodem promieniotworczym, lekami lub zabiegiem operacyjnym (stru-
mectomia).
Wtérna (przysadkowa, podwzgoérzowa) niedoczynnos¢ tarczycy jest spowodo-
wana niedoczynnoscia przedniego plata przysadki mézgowej, lub bardzo rzadka
niedoczynno$cia podwzgorza. Badaniem przesiewowym jest oznaczanie TSH w
surowicy w warunkach podstawowych.

Tabela 10.2. Diagnostyka laboratoryjna hipotyreozy

Posta¢ choroby FT4 TSH 31“1?11?1"1{)1?1 pobudze- Inne objawy i badania
geﬁggéatgrlsso: Patologicznie Wole - moze byé
ny M $ 0 dodatni (ryc. 10.5) | obecne
Wole - nigdy nie wy-
Wtorna niedo- Ujemny test stgpuje.
czynnos¢ tarczy- d ! (krzywa ptaska) Niskie poziomy ACTH
cy (ryc. 10.5) LH, FSH, GH - panhi-
popituitaryzm

- Utajona niedoczynno$¢ tarczycy:
Stezenia FT3 1 FT4 sa prawidtowe (zwykle w dolnych granicach normy).
Stezenie podstawowe TSH jest w r6znym stopniu podwyzszone.

C. Nadczynno$¢ tarczycy
Nadczynno$¢ tarczycy jest stanem chorobowym, indukowanym zbyt wyso-

kim poziomem wolnych hormonow tarczycy w osoczu. Objawy kliniczne to:

tachykardia, arytmia (pochodzenia nadkomorowego) i nadci$nienie, oraz pogor-
szenie wspotistniejacych chorob niedokrwiennych, uszkodzenie watroby, hiper-
kinezja, ostabienie migsni. W krancowych przypadkach zmiany te prowadza do
przelomu tarczycowego.

Nadczynno$¢ tarczycy moze wystapic¢ jako:

e nadczynno$¢ tarczycy pochodzenia autoimmunologicznego- choroba Grave-
sa-Basedowa wywotana przez przeciwciata aktywujace przeciw receptorom
TSH;

e wole guzkowe nadczynne - migzsz tarczycy wytwarza w autonomiczny spo-
sob nadmierne ilosci hormonéw tarczycy. Moze mie¢ posta¢ pojedynczego
gruczolaka lub wola wieloguzkowego;
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e zatrucie hormonami tarczycy - nadmierna podaz hormonow tarczycy w ce-
lach terapeutycznych;

e przemijajaca, w przebiegu podostrego zapalenia tarczycy lub towarzyszaca
rakowi gruczotu tarczowego i przerzutom do odlegtych narzadow;

Badania laboratoryjne: obnizony poziom TSH (test przesiewowy), wzrost
FT4 (90% przypadkow). Rzadziej dochodzi do izolowanego wzrostu poziomu
FT3 (tyreotoksykoza T3). Nadczynnos¢ tarczycy ma w 80% przypadkoéw podto-
ze autoimmunologiczne; w surowicy wystgpuja specyficzne autoprzeciwciata
(patrz 10.3.1.1.C).

Zwigkszone wydalanie jodu z moczem moze wskazywac¢ na nadczynnosc
tarczycy wywotana nadmierng podaza tego pierwiastka.

W przypadku utajonej nadczynnosci tarczycy obserwuje si¢ zmniejszenie
podstawowego stezenia TSH i prawidlowe stezenia FT3 1 FT4 w surowicy.

Wtoérna (przysadkowa) nadczynnos¢ tarczycy (bardzo rzadko wystgpujaca),
jest spowodowana gruczolakiem przysadki produkujacym TSH. Rozpoznaje sig
ja na podstawie zwigkszonego stezenia FT4, FT3 oraz prawidtowego lub zwigk-
szonym stezeniu TSH w surowicy.

10.3.1.4. Inne badania laboratoryjne w chorobach tarczycy

W niedoczynnosci tarczycy dochodzi od hipercholesterolemii, wzrostu ak-
tywnosci kinazy kreatynowej, poziomu kreatyniny, TBG oraz prolaktyny; po-
ziom sodu jest obnizony.

W nadczynnosci tarczycy obserwuje si¢ wzrost poziomu wapnia, globuliny
wiazacej hormony plciowe, enzymu konwertujacego angiotensyng, wzrost ak-
tywnosci hormondéw watrobowych (AST, ALT, GGT). Doustny test tolerancji
glukozy czesto jest uposledzony (50%). Moze wystgpowaé leukopenia i mono-
cytoza.

10.3.2. Diagnostyka laboratoryjna chorob uktadu podworzowo-
przysadkowo-nadnerczowego

Kora nadnerczy syntetyzuje trzy podstawowe grupy hormonow sterydo-
wych: glukokortykoidy (kortyzol), mineralokortykoidy (aldosteron) oraz andro-
geny (dihydroepiandrosteron, DHEAS oraz androstendion). W zwiazku z tym
objawy nadczynnosci kory nadnerczy beda zalezaty od stopnia pobudzenia po-
szczegdlnych grup komorek syntetyzujacych te sterydy. Objawy i diagnostyka
zaburzen zwiazanych z mineralokortykoidami zostata omowiona w rozdz. 6. W
tym rozdziale sa omowione patologie uktadu glikokortykoidowego.

Ocena laboratoryjna czynnos$ci kory nadnerczy polega na:

e iloSciowym oznaczaniu st¢zenia hormondéw kory nadnerczy lub ich metabo-
litow w warunkach podstawowych,

e ilosciowym oznaczeniu hormonoéw kory nadnerczy w testach dynamicz-
nych w probach obciazeniowych.
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10.3.2.1. Badania podstawowego poziomu hormondéw osi podwzgdérzowo-
nadnerczowej

A. Podstawowe stgzenie kortyzolu w surowicy krwi wykazuje wyrazna
zmienno$¢ dobowa. Najwyzsze stezenie kortyzolu obserwuje si¢ w godzinach
porannych okoto godz. 8.00, a najnizsze pdznym wieczorem. Rowniez wydzie-
lanie ACTH ma podobny rytm dobowy (Tabela 10.3.).

Oznaczanie stgzenia ACTH w surowicy jest wykorzystane do réznicowania
pierwotnej i wtdérnej nadczynnos$ci kory nadnerczy. W pierwotnej nadczynno$ci
kory nadnerczy (zespole Cushinga) przy wysokim poziomie kortyzolu poziom
ACTH w osoczu jest obnizony. Wtérnej nadczynnosci kory nadnerczy (chorobie
Cushinga) wysokiemu poziomowi kortyzolu towarzyszy wzrost lub prawidtowy
poziom ACTH. W przypadku ekotopowego wydzielania ACTH jego poziom jest
znacznie zwigkszony. Istotne jest rowniez oznaczanie profilu dobowego korty-
zolu i ACTH w surowicy. Najczestsza przyczyna zespotu Cushinga jest gruczo-
lak przysadki (70%), nastgpnie ekotopowe wydzielanie ACTH (12%) oraz gru-
czolaki (10%) i raki (8%) nadnerczy. Bardzo rzadko wystgpuje ekotopowe wy-
dzielanie CRH. Dlugotrwale leczenie sterydami powoduje jatrogenny zespot
Cushinga. Wymienione choroby powoduja utrate rytmu dobowego wydzielania
tych hormonow. Podobnie dzieje si¢ w chorobach psychicznych (choroba dwu-
biegunowa, stres, cigzkie choroby).

Tabela 10.3. Podstawowe poziomy hormondéw osi podwzgorzowo-przysadkowo-
nadnerczowej

Parametr Godzina Godzina Godzina
8.00 17.00 24.00

Kortyzol w surowicy 150-700 55-250 30-120

nmol/L

ACTH kortyzonu osoczu <100 <30

ng/L

Kortyzol - wydalanie z moczem | 30 - 300

nmol/dobg

17-hydroksy-kortykosteroidy*- wy- | Mgzczyzni 12 - 20

dalanie z moczem, mg/dobg Kobiety 8 - 16

17-keto-kortykosteroidy*- wydalanie | Mgzczyzni 8 - 14

z moczem, mg/dobe Kobiety 5 - 10

*17-OHCS odpowiadaja wydalaniu kortyzolu i jego metabolitow; natomiast 17-KS
odpowiadaja wydalaniu androgenéw nadnerczowych i ich produktéw przemian.

Wyniki oznaczen kortyzolu i ACTH w osoczu w warunkach podstawowych pozwalaja
na wstgpna diagnozg¢ zaburzen osi podwzgoérzowo-przysadkowo-nadnerczowej (tab.
10.4).
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Tabela 10.4. Zmiany pozioméw kortyzolu i ACTH w warunkach podstawowych w zabu-
rzeniach osi podwzgdérzowo-przysadkowo-nadnerczowej

Zaburzenie Kortyzol ACTH

Pierwotna nadczynno$¢ kory nadnerczy - zespot
Cushinga.

Wtérna nadczynno$é kory nadnerczy z ektopowym
wydzielaniem ACTH - zespot Cushinga

Wtérna nadczynno$¢ kory nadnerczy przysadko-
pochodna — choroba Cushinga

Pierwotna niedoczynnos¢ kory nadnerczy

Wtdérna niedoczynno$¢ kory nadnerczy przysadkowa

Wtorna niedoczynnos¢ kory nadnerczy podwzgo-
rzowa

— |« |« > > |»
« |« > > | |«

Z kolei przyczyna pierwotnej przewleklej niedoczynnosci kory nadnerczy
(choroba Addisona, cisawica) sa procesy zapalne, nowotworowe i degeneracyj-
ne. Z reguty dochodzi jednocze$nie do niedoboréw aldosteronu, ktére powoduja
maksymalne pobudzenie uktadu renina-angiotensyna (rozdz. 6).

Wtorma przewlekta niedoczynno$¢ kory nadnerczy zwigzana jest z wypad-
nigciem czynnos$ci kortykotropowej przysadki. Zwykle kojarzy si¢ on z niedo-
borem innych hormonow (zesp6t Sheehana, choroba Glinskiego Simmondsa). W
pierwszym przypadku poziom ACTH jest podwyzszony, w drugim za$ niski
(tab. 10.4.).

10.3.2.2. Prdby czynnosciowe w diagnostyce laboratoryjnej niedoczynnosci
kory nadnerczy

A. Test stymulacji kortykoliberyna. Dozylne podanie 0.1 mg syntetycznego
CRH powoduje podwyzszenie stgzenia ACTH i kortyzolu w surowicy krwi ludzi
zdrowych.Probki krwi pobiera si¢ przed podaniem oraz w 30 i 60 min po poda-
niu CRH.

Za prawidtowa odpowiedz uwaza si¢ wzrost stgzenia ACTH w 30 i 60 min.
o przynajmniej 50% oraz wzrost stgzenia kortyzolu w zakresie wartosci referen-
cyjnych w 60 min. przynajmniej o 50%. Test stuzy do réznicowania niedoczyn-
nosci kory nadnerczy pochodzenia przysadkowego i podwzgérzowego. Daje
rowniez charakterystyczne wyniki w innych zaburzeniach osi podwzgorzowo-
przysadkowo-nadnerczowej (tab. 10.5).
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Tabela 10.5. Interpretacja testu stymulacji tyreoliberyna

Wynik testu stymulacji TRH

Zaburzenie

Niskie [ACTH] w czasie 0, brak wzrostu
W czasie trwania testu

Pierwotna nadczynnos$¢ kory nadnerczy

Podwyzszone [ACTH] w czasie 0, nad-
mierny wzrost [ACTH] i [kortyzolu] po
CRH

Choroba Cushinga

Podwyzszone [ACTH] w czasie 0, brak
wzrostu [ACTH] oraz [kortyzolu] po CRH

Ektopowe wydzielanie ACTH

Niskie [ACTH] w czasie 0, nadmierne
wydzielanie w 30 i 60 minucie przy braku
wzrostu [kortyzolu]

Niedoczynno$¢ podwzgorza

Niskie [ACTH ] w czasie 0, brak
wzrostu [ACTH]

Izolowana niedoczynno$¢ komorek pro-
dukujacych ACTH

Wysokie [ACTH] w czasie 0, wzrost

Niedoczynno$¢ pierwotna kory nadnerczy

[ACTH] w czasie 30 i 60 minut, brak
wzrostu [kortyzolu]

B. Test stymulacji synaktenem

Synakten jest syntetycznym peptydem zawierajacym aktywny fragment (1-
24) ACTH. Test wykonuje si¢ rano (8.00). Po pobraniu krwi na oznaczanie wyj-
sciowego poziomu kortyzolu, podaje si¢ dozylnie 0.25 mg synaktenu i 60 min
pézniej pobiera si¢ krew do oznaczenia st¢zenia kortyzolu. Niedostateczny
wzrost stezenia kortyzolu w surowicy swiadczy o niedoczynnos$ci kory nadner-
czy (pierwotnej lub wtorne;j).

Test z duza dawka synaktenu pozwala na réznicowanie pierwotnej lub wtor-
nej niedoczynnos$ci kory nadnerczy. Synakten podaje si¢ domigSniowo w dawce
1 mg przez 3 dni. Stgzenie kortyzolu w surowicy oznacza si¢ w czasie ,,0” i w
24 godzinie po ostatnim podaniu. Prawidlowo poziom kortyzolu wzrasta o 1000-
1800 nmol/L w stosunku do poziomu wyj$ciowego. W pierwotnej niedoczynno-
$ci kory nadnerczy wystepuje brak lub zbyt maty wzrost poziomu kortyzolu. We
wtornej niedoczynnos$ci kory nadnerczy obserwujemy w trakcie testu powolny,
stopniowy wzrost st¢zenia kortyzolu w surowicy w stosunku do warto$ci wyj-
sciowych.
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Miski podstawowy poziom |
kortyzoln
| Test stymulacjl ACTH
Kortyzol po Niedoczynnose kory
200pe/1, F200pRE ], —
B IT 60 min e/ nadnercey wykluczona
r ACTH w ozoczu
= ] Plerwotna
Niski Wysoki | nledoczvinose kory
; nu EFII'."H.'I}'
Test stvmulacjl CRH
Widrna nledoczynnodé
NIE ACTH warost 1AK — kory nadnercey
po 60 min podwrgdrzowa
Witornm niedoccynnost
kory nadnerczy
preysadiows
Ryec. 10.6. Schemat diagnostyki przyczynowej niedoczynno$ci kory nadnerczy
Tabela 10.6. Diagnostyka réznicowa niedoczynnosci kory nadnerczy
Parametr Niedoczynno$¢ przy- | Niedoczynno$é
sadkowa kory nadnerczy
(wtorna) (pierwotna)
ACTH w osoczu l 1
Kortizol w osoczu l l
17-ketosterydy w moczu ! l
Test z CRH Nie Tak
Test z synaktenem 3-dniowy Tak Nie

C. Diagnostyka laboratoryjna w chorobie Addisona

Oprocz specyficznych zmian poziomu hormondéw (tab. 10.4) w zespole tym
wystepuje: hiponatremia (<130 mmol/L), hiperkalemia (>5 mmol/L), kwasica
metaboliczna, hipoglikemia, odwodnienie, zanik rytmu dobowego kortyzolu i

nieprawidlowy wynik stymulacji synaktenem (ryc. 10.6.).
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Wtérna przewlekta niedoczynnos¢ kory nadnerczy, poza typowymi zmiana-
mi hormonalnymi (tab. 10.4, ryc. 10.6) cechuje si¢ 1zejszym przebiegiem kli-
nicznym, dzigki zachowaniu warstwy kigbkowej kory nadnerczy. W niedomo-
dze wtornej, z powodu niedoboru ACTH i melanotropiny wystgpuje bielactwo,
w pierwotnej za$ wskutek nadprodukcji melanotropiny pojawiajq si¢ przebar-
wienia skory (cisawica). Z drugiej strony proces chorobowy uszkadza rowniez
komorki produkujace inne hormony (panhipopituitaryzm).

10.3.2.3. Préby czynnosciowe w diagnostyce laboratoryjnej nadczynnosci
kory nadnerczy

A. Test hamowania deksametazonem.

Deksametazon jest syntetycznym glikokortykosteroidem o wielokrotnie sil-
niejszym i dtuzszym dziataniu hamujacym uktad podwzgérzowo - przysadkowy
(wydzielanie ACTH) niz naturalny glikokortykosteroid -kortyzol.

Zahamowanie wydzielania ACTH przez deksametazon prowadzi do zmniej-
szenia syntezy i wydzielania kortyzolu z warstwy pasmowatej kory nadnerczy.
Spadek ten jest zachowany, lecz stabiej zaznaczony, u ludzi z choroba Cushinga
(gruczolak przysadki mézgowej). Natomiast u chorych z zespotem Cushinga,
spowodowanym gruczolakiem lub rakiem kory nadnerczy deksametazon podany
nawet w duzej dawce, nie hamuje wydzielania kortyzolu. (ryc. 10.7.). Deksame-
tazon nie hamuje réwniez ekotopowego wydzielania ACTH przez inne nowo-
twory (rak owsianokomorkowy oskrzeli, rzadziej rakowiaki ptuc, guzy trzustki i
grasicy).

Probe przeprowadza si¢ w dwoch wariantach. W tescie z mata dawka dek-
sametazonu, poprzedniego dnia o godz. 23.00 jest podawane doustnie 2 mg tego
sterydu. Rano o 8.00 pobierana jest krew na oznaczanie kortyzolu. U ludzi
zdrowych dochodzi do ponad 50% obnizenia poziomu kortyzolu (ryc 10.7).
Brak supresji lub nieznaczne obnizenie poziomu kortyzolu wskazuje na nad-
czynno$¢ kory nadnerczy (hiperkotyzolemia). W drugim przypadku wykonuje
si¢ test z duza dawka deksametazonu w celu zrdéznicowania zespotu i choroby
Cushinga. Test rozpoczyna si¢ pobraniem krwi na oznaczenie bazowego pozio-
mu kortyzolu o 9.00, a nastgpnie co 6 godzin podaje si¢ doustnie 2 mg dawki
deksametazonu przez 48 godzin (dawka taczna 16 mg). Probki krwi pobiera sig
w 24 148 godzinie testu. W tym tescie 80% chorych z choroba Cushinga, a tylko
10% z zespotem Cushinga wykazuje ponad 50% obnizenie poziomu kortyzolu.
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Podwyzszony podstawowy
poziom kortyzolu (surowica)

4

Test supresji niska
dawka deksametazonu

NIE Supresja TA — —h
l [kortyzolu]=50%

Zespol Cushinga
wykluczony

[Kortyzol] {surowica) o polnocy

Zespol Cushinga
wylkluczony

=50pgL <50 Pl e—
Test supresji wysoka

dawka deksametazonu

NIE Supresja TAK Choroha Cushinga
l [kortyzolu]=50%

[ACTH] osocze

Zespol Cushinga
ektopowy

Zespol Cushinga
nadnerczowy

= Niskie Wysokie gy

Ryec. 10.7. Schemat diagnostyki przyczynowej nadczynnosci kory nadnerczy

Tabela 10.6. Diagnostyka réznicowa zespolu Cushinga

Parametr Choroba Zespot Cushinga | Zesp6l Cushinga
Cushinga ektopowy nadnerczowy

[ACTH] w osoczu /N " !

[Kortyzol] w surowicy 1 1 1

17-hudroksy-sterydy w1 1 i

moczu

Spadek kortyzolu po niskiej | nie nie nie

dawce deksametazonu

Spadek kortyzolu po du- | tak nie nie

zych dawkach deksameta-

zonu

Wzrost ACTH po podaniu | tak nie nie

CRH

B. Badania laboratoryjne w zespole Cushinga. W zespole tym stwierdza sig:
hyperkortyzolemi¢ (70% przypadkoéw), utrate rytmu dobowego kortyzolu oraz
ACTH, zwigkszenie dobowego wydalania 17-hydroksy-kortykosterydéw z mo-
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czem, uposledzona tolerancje glukozy, zwigkszone wydalanie wapnia z moczem
i zasadowice metaboliczna z hipokalemia.

10.3.3. Diagnostyka laboratoryjna zaburzen hormonu wzrostu (GH)
10.3.3.1. Patofizjologia hormonu wzrostu

Hormon wzrostu jest syntetyzowany i wydzielany przez komorki kwaso-
chlonne alfa przedniego plata przysadki. Podwzgoérzowe czynniki: hormon
uwalniajacy GH i somatostatyna odpowiednio zwigkszaja i zmniejszaja syntezg i
wydzielanie GH (ryc. 10.2). Wydzielanie GH jest stymulowane przez agonistow
dopaminergicznych (L-DOPA, Klonidyna). U dzieci i dorostych wyrzut GH
nastepuje okoto 90 min po zasnigciu (ryc. 10.8), oraz po podaniu L-argininy.
Stres 1 emocje, wysitek fizyczny, hiperglikemia, hiper i hipotyreoidyzm, bromo-
kryptyna (antagonista DOPA), glukokortykoidy hamuja wydzielanie GH. Nato-
miast, hipoglikemia, gltodzenie, estrogeny i androgeny oraz ACTH zwigkszaja
wydzielanie GH. Sam hormon wykazuje dziatanie hiperglikemizujace.

We krwi GH wiaze sig ze specyficznym biatkiem wigzacym hormon wzrostu
(GHBP), ktore stanowi rezerwuar zapasowy GH i zmniejsza wahania jego po-
ziomu wynikajace z pulsacyjnego wydzielania. Jego dziatanie biologiczne sa
albo bezposrednie lub posrednie poprzez zwigkszenie syntezy i wydzielania
insulinopodobnego czynnika wzrostu — IGF-1 w watrobie i fibroblastach. Po-
ziom IGF-1 jest bardziej stabilny niz GH. W zwiazku z tym wydaje si¢ by¢ lep-
szym wskaznikiem zaburzen wzrostu niz GH. GH wywiera bezposrednie dziata-
nie na plytki wzrostowe przynasadowych rejonow wzrostu w kosciach dtugich.
Zwigksza on bezposrednio roznicowanie komorek prekursorowych ptytek wzro-
stowych 1 posrednio poprzez uwrazliwienie ich na dziatanie IGF-1. GH wywiera
bezposrednie dziatanie glikogenne i lipolityczne, podczas gdy IGF-1 wywiera
dziatanie hipoglikemizujace. Natomiast efekty stymulujace wzrost tkanek i dzia-
tania mitogenne sa cz¢sciowo mediowane przez IGF-1. Hormon wzrostu bezpo-
srednio zwigksza syntezg bialek, a za posrednictwem IGF-1 hamuje ich degrada-
cjg.

Prawidlowy dobowy rytm wydzielania GH:

warto$ci referencyjne

8.00  0-10mU/L

1-2 godz. po zasnigciu > 20 mU/L pulsacyjne wydzielanie GH

(probki pobierane co 15-20 minut w ciagu nocy)

10.3.3.2. Badania laboratoryjne w zaburzeniach hormonu wzrostu
Pulsacyjne wydzielanie GH sprawia, ze badanie jego poziomu w warunkach

podstawowych ma ograniczong wartos¢ diagnostyczna. Podstawa diagnostyki
zaburzen GH sa proby czynno$ciowe.
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100+

GH (osocze) mJ/L

8.00 12.00 2400 6.00
Czas
Ryc. 10.8. Zmiany stgzenia GH we krwi w ciagu doby. 1, poziom podstawowy; 2,
wzrost po positkowy, 3, reakcja na stres, wysilek fizyczny itp. 4, 5 wyrzut po zasnigciu i
pulsacyjne wydzielanie podczas snu w przedziatach 1-2 godzinnych

A. Diagnostyka niedoboru wzrostu

Niedobory wzrostu sa spowodowane réznymi chorobami uszkadzajacymi
przysadke mozgowa. Kojarza si¢ wowczas z objawami niedoczynno$ci innych
osi hormonalnych (panhipopituitaryzm). Jednak, wzglednie czgste sa rowniez
izolowane niedobory hormonu wzrostu, ktore cechuje niska szybko$¢ wzrostu w
dziecifistwie. Istnieje wiele przyczyn niewrazliwosci tkanek na GH. Wtoma
niewrazliwos¢ moze by¢ spowodowana hypotyreoidyzmem, niewydolnoscia
nerek, zespotami zlego wchlaniania, choroba Crohn’a, wrodzonymi wadami
serca, przewlektymi stanami zapalnymi, zespotem Turner’a itp.

Testem przesiewowym w diagnostyce niedoboru wzrostu jest oznaczanie
wolnego GH w moczu dobowym. Wolny GH, nie zwiazany z biatkami, o masie
czasteczkowej 22 kDa jest katabolizowany gléwnie w watrobie. Niewielka czg$¢
hormonu, oceniana na 0.001 do 0.01% catkowitej puli GH, wydalana jest z mo-
czem. Stwierdzono, ze do okresu dojrzewania piciowego oraz w pierwszych
stadiach dojrzewania, dobowe wydalanie GH z moczem koreluje z poziomem
GH w surowicy w profilu dobowym. Dla celow diagnostycznych zaleca sig po-
wtorzenie badania w trzech kolejnych dniach.

Testy stymulacji stosuje si¢ w diagnostyce niedoboréw GH, poniewaz jego
podstawowy poziom u 0séb z niedoczynnoscia i u 0oséb zdrowych moze by¢
podobny. Do stymulacji wydzielania GH stosuje si¢ standaryzowany wysiltek
fizyczny na ergometrze rowerowym, doustne podanie propranololu, L-dopa lub
klonidyny, dozylna infuzj¢ L-argininy, GHRH lub insuliny. Wszystkie testy z
rozna czuto$cia wykrywaja uposledzenie wydzielania GH. Zwykle stosuje si¢
kilka testow w celu uzyskania pewnej diagnozy. Bardzo rzadko moze wystepo-
wac niewrazliwo$¢ receptorowa tkanek na GH. W takich przypadkach kliniczne
objawy niedoboru GH wystepuja przy jego prawidlowym lub podwyzszonym
poziomie w osoczu.
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B. Akromegalia i gigantyzm

Schorzenie to spowodowane jest mikro lub makrogruczolakiem komorek
kwasochtonnych przysadki. Choroba rozwija si¢ bardzo powoli w przedziale 5-
10 lat. U dzieci wyraza si¢ gigantyzmem. U dorostych przerastaja kosci czaszki
(szczeka, tuki brwiowe), kosci drobne konczyn, w obrazie RTG zaznacza si¢
poszerzenie 1 deformacja siodetka tureckiego, dochodzi do przerostu tkanek
migkkich, czeste sa bole glowy, zaburzenia widzenia, nietolerancja glukozy,
nadci$nienie. Zaznaczaja si¢ objawy niedoczynnosci innych uktadéw endokryn-
nych przysadki. Zmiany te powoduja znaczng $miertelno$¢ u tych chorych. Po-
ziomy podstawowe GH i IGF-1 w osoczu sa podwyzszone. Jednakze nalezy bra¢
pod uwage fakt, ze u 0s6b zdrowych mozemy zmierzy¢ poziom GH w jego fazie
wyrzutowej. Testem diagnostycznym jest test doustnego obciazenia 75g glukozy
z czterokrotnym pomiarem poziomu GH. U 0s6b zdrowych poziom GH obniza
si¢ do warto$ci <1 mU/L czgsto nieoznaczalnych. Natomiast u chorych poziom
GH obniza si¢ nieznacznie, nie ulega zmianie, badZ paradoksalnie wzrasta.

10.3.4. Diagnostyka zaburzen prolaktyny

Patofizjologiczne znaczenie maja tylko stany hiperprolaktynemii. Objawy
kliniczne to oprocz typowych objawow guza tej okolicy, brak lub skape mie-
siaczki, cykle bezowulacyjne, niedobor LH, mlekotok, uposledzone /ibido, hir-
sutyzm 1 tradzik. U mgzczyzn wystepuje hipogonadyzm i ginecomastia, uposle-
dzenie libida, rzadko mlekotok. Pierwotna hiperprolaktynemia spowodowana
jest przez mikro (<10 mm) lub makrogruczolaki (>10 mm) komorek kwaso-
chlonnych epsilon i teta przysadki mézgowej (prolactinoma). Kobiety choruja 6
razy czgSciej niz mezczyzni. Znacznie czgstsze sg stany prolaktynemii wtornej
spowodowane réznymi specyficznymi i niespecyficznymi czynnikami aktywu-
jacymi. Hiperprolaktynemig wtorna moga powodowac: inne gruczolaki rozwija-
jace sig¢ w przysadce, niedoczynnos¢ tarczycy (ryc. 10.2, wzrost TRH), zespot
wielotorbielowatych jajnikow, ziarninowe zmiany w oponach podstawy mozgu
(sarkoidoza), niewydolno$¢ nerek czy tez urazy czaszki. Rowniez leki takie jak
chloropromazyna i inne $rodki psychotropowe, antagonisci dopaminy, leki prze-
ciwwymiotne, rezerpina, cymetydyna 1 estrogeny zwigkszaja wydzielanie PL.
Fizjologiczna hiperprolaktynemia jest zwiazana z cigza i karmieniem piersia.
Stezenia PL powyzej 5000 mU/L sa patognomiczne dla prolactinoma. W duzych
guzach moga one osigga¢ poziomy rz¢du 100000 mU/L. W wielu przypadkach
tych guzéw poziomy PL sa nizsze od 5000 mU/L. Wdwczas istnieje wskazanie
do proby stymulacji dozylnym podaniem metoklopramidu (10 mg, antagonista
dopaminy). Oznaczanie poziomu PL stuzy réwniez do monitorowania leczenia
prolactinoma bromokryptyna, cabergoling — agonistami dopaminy. W hiperpro-
laktynemiach wtérnych (czynno$ciowych) w 30 min. PL wzrasta okoto pigcio-
krotnie. Natomiast w przypadku prolactinoma wzrostu PL nie obserwuje sig.
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11.ZABURZENIA METABOLIZMU GLUKOZY. CUKRZYCA

Dorota Bizon-Zygmanska, Andrzej Szutowicz

11.1. Definicja cukrzycy

Cukrzyca jest stanem chorobowym, charakteryzujacym si¢ przewlekta hi-
perglikemia spowodowana bezwzglednym lub wzglednym niedoborem insuliny.
Cukrzyca jest objawem wielu jednostek chorobowych spowodowanych roznymi
czynnikami i mechanizmami patogenetycznymi. Ich cecha wspdlna, niezalezng
od przyczyny, jest wysokie, zalezne od stopnia przewlektej hiperglikemii, ryzy-
ko wystapienia péznych powiktan naczyniowych w postaci mikro- i makroan-
giopatii oraz neuropatii.

11.2. Epidemiologia

W Polsce w latach 1995-2000 wskaznik zachorowan na cukrzyce typu 1 wy-
nosit okoto 0.4% populacji oséb do 29 roku zycia; natomiast taczny wskaznik
zachorowan wsrdd ludzi dorostych (powyzej 19 rz, gltownie typ 2) wynosit
6.6%, a w populacji powyzej 70 rz 11,1%. Czestos¢ wystepowania nietolerancji
glukozy jest 2-3 razy wigksza niz cukrzycy.

Wydluzanie si¢ Sredniego czasu zycia, zmiany stylu zycia spowodowane
urbanizacja, dieta sktadajaca si¢ z wysoko-przetworzonych sktadnikow, zmniej-
szenie wysitku fizycznego podczas pracy i wypoczynku powoduja ciagly wzrost
liczby chorych, szczeg6lnie na cukrzycg typu 2. Powolny i bezobjawowy, w
poczatkowym okresie, rozwdj cukrzycy typu 2 powoduje, ze okoto 50% przy-
padkéw pozostaje nierozpoznanych do chwili pojawienia si¢ powiktan. Wskaz-
nik chorobowos$ci w poszczegodlnych spolecznosciach rdzni sig¢ w zaleznosci od
rasy, nawykow zywieniowych, $redniej dtugosci zycia itd. Dla przyktadu cze-
stos¢ wystgpowania cukrzycy typu 2 u ludzi powyzej 40 rz w obszarze krajow
cywilizacji zachodniej wynosi 5-10%, w Japonii 2.3%, a w Chinach 0.7%. W
subpopulacji Europejczykéw z BMI powyzej 30 kg/m* czestos¢ cukrzycy typu 2
jest 7 razy wigksza niz w calej populacji. W Europie dla cukrzycy typu 1 najniz-
sza zachorowalno$¢ wystepuje w bylej Jugostawii - 0.022%, Francji - 0.04%, a
najwyzsza w Finlandii i innych krajach skandynawskich - 0.59%. Cukrzyca
pojawiajaca si¢ w wieku 40 lat skraca oczekiwany okres zycia o okoto 7 lat, a w
wieku 60 lat o okoto 3 lata.

11.3. Mechanizmy homeostazy glukozy i jej zaburzenia

Stezenie glukozy w plynie pozakomoérkowym podlega Scistej regulacji. W
stanie potrawiennym, po nocnym odpoczynku glikemia w osoczu krwi wynosi
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4.5-5.6 mmol/L. Po positku, w zalezno$ci od zawarto$ci weglowodanow w die-
cie oraz jego formy i obfitosci, stgzenie glukozy w osoczu wzrasta do poziomu
nie przekraczajacego 8-10 mmol/L, a powr6t do wartosci wyjsciowych nastepuje
w ciagu 2-4 godzin po positku. Z kolei hipoglikemia moze wystapic¢ u zdrowych
0s0b nie wytrenowanych podczas forsownego wysitku, dlugiego gltodzenia lub
przez oba te czynniki tacznie.

W okresie resorpcyjnym organizm wykorzystuje glukoze wchtaniang z
przewodu pokarmowego. Przed nadmierna hiperglikemia zabezpiecza insulina
wydzielana przez komorki beta wysepek trzustki. Jest ona syntetyzowana jako
preproinsulina (pojedynczy tancuch polipeptydowy), gromadzona w zbiornikach
szorstkiej siateczki srodplazmatycznej, z ktorej po proteolitycznym odszczepie-
niu 23-aminokwasowego peptydu N-terminalnego powstaje proinsulina. Wiaze
si¢ to ze zmiang konformacji czasteczki i utworzeniem wewngtrznych kowalen-
cyjnych wigzan dwusiarczkowych. Nastepnie w aparacie Golgiego dochodzi do
usunigcia srodkowego peptydu C (31 aminokwaséw). W efekcie powstaje insu-
lina - hormon zbudowany z dwoch tancuchéw polipeptydowych: A - 21 amino-
kwasoéw i B — 30 aminokwasow, potaczonych dwoma wiazaniami dwusiarczko-
wymi. W postaci kompleksu z jonami Zn2+ jest ona wraz peptydem C akumu-
lowana w ziarnisto$ciach wydzielniczych aparatu Golgiego.

Bodzcem do wydzielania insuliny jest wzrost st¢zenia ATP w komorkach
beta. Dochodzi do tego w wyniku zwigkszonego transportu glukozy przez insu-
lino-niezalezne transportery GLUT-2 o niskim powinowactwie do glukozy (Km
~25 mM). Zwigkszenie syntezy glukozo-6-fosforanu przez glukokinazg stymu-
luje szlak glikolityczny 1 kwaséw trojkarboksylowych, a wigc i syntezg ATP.
Nukleotyd ten hamuje wrazliwe na ATP kanaty potasowe powodujac depolary-
zacje¢ komorek beta i wydzielenie insuliny zakumulowanej w ich ziarnistosciach
wydzielniczych poprzez fuzj¢ z blong komoérkowa.

Wydzielona do krwioobiegu insulina, w tkankach od niej zaleznych (mig$nie
szkieletowe, migsien sercowy, tkanka tluszczowa) taczy sig¢ receptorami insuli-
nowymi w btonie komérkowej powodujac zwigkszenie w niej gestosci transpor-
terow glukozy GLUT-4 poprzez ich przemieszczenie z wnetrza komorki do blo-
ny plazmatycznej. Oprocz tego, poprzez roézne drogi wewnatrzkomorkowego
przekaznictwa sygnatow doprowadza do szeregu zmian adaptacyjnych takich
jak: zwigkszenie syntezy DNA 1 RNA i zwiazanej z tym zwigkszonej ekspresji
genow kodujacych syntezg enzymow lipogenetycznych i glikolitycznych, trans-
porterow aminokwasow i glukozy, rybosomalnej syntezy biatek, a wigc wykazu-
je aktywnosci anaboliczne. Hamuje rowniez przemiany kataboliczne: proteolizg,
lipolizg, ketogenezg i glukoneogeneze.

Dziatanie insuliny wzmagaja dwa hormony insulinotropowe (inkretyny).
Zwigkszaja one wydzielanie insuliny przez komorki beta i hamuja wydzielanie
glukagonu z komorek alfa wysepek trzustki oraz inne mechanizmy glukogenne.
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Sa to:

e glukagonopodobny peptyd 1 (Glucagon-like Peptide 1, GLP-1)

e glukozozalezny peptyd insulinotropowy (Glucose-dependent Insulino-

tropic Peptide, GIP).

Sa one wydzielane przez komorki nabtonka dwunastnicy 1 jelita cienkiego
pod wplywem wzrostu st¢zenia glukozy w przewodzie pokarmowym. Ich insuli-
notropowe dzialanie zaznacza si¢ przy prawidtowych lub podwyzszonych stgze-
niach glukozy. W zwiazku z tym moga one odgrywac role w rozwoju niektorych
postaci cukrzycy typu 2. Sa juz dostepne leki przeciwcukrzycowe zwigkszajace
poziom inkretyn w ptynie pozakomoérkowym.

Dziatanie hipoglikemizujace i anaboliczne insuliny jest antagonizowane
przez szereg substancji biologicznie czynnych takich jak: hormony tarczycowe,
sterydowe, hormon wzrostu, aminy katecholowe, glukagon czy somatostatyna.
Hormony te stymuluja glukoneogenez¢ i glikogenoliz¢ i hamuja wydzielanie
insuliny. W zwiazku z tym hiperglikemia jest czgstym objawem endokrynopatii,
w ktorych dochodzi do nadmiernego wydzielania tych hormonéw. Nietolerancje
glukozy moze rowniez wywolywaé hiperprolaktynemia oraz hiper-
paratyreoidyzm.

11.4. Etiologiczna klasyfikacja cukrzycy

Podane wyzej fakty wskazuja, ze przewlekta hiperglikemia moze by¢ obja-
wem wielu jednostek chorobowych o r6znych mechanizmach i1 wynikajacych z
tego roéznych podejsciach terapeutycznych (patrz tabela 11.1).

11.5. Diagnostyka laboratoryjna cukrzycy

Cukrzyce oraz zaburzenia okreslane jako stan przedcukrzycowy rozpoznaje
si¢ na podstawie podwyzszonego stezenia glukozy. Oznaczenie powinno by¢
wykonane w osoczu krwi zylnej w akredytowanym laboratorium, przy uzyciu
metody enzymatycznej spelniajacej standardy jakosci analityczne;.

Probke krwi nalezy pobra¢ do probowki zawierajacej antykoagulant EDTA i
w mozliwie krotkim czasie dostarczy¢ do laboratorium (do 60 min.). Jezeli nie
jest to mozliwe, krew nalezy pobiera¢ do probowek zawierajacych EDTA oraz
fluorek sodu lub jodooctan sodu - zwiazki hamujace glikolizg. Istnieje poglad, ze
najlepsza metoda zabezpieczenia przed spadkiem st¢zenia glukozy jest zakwa-
szenie probki krwi buforem cytrynianowym do pH 5.3-5.9.

Przy podejrzeniu cukrzycy nalezy wykona¢ nastgpujace badania:

e glikemig przygodna — probka krwi pobrana o dowolnej porze dnia, niezalez-
nie od czasu jaki uptynat od ostatniego positku

lub
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e glikemi¢ na czczo — probka krwi pobrana 8-14 godzin od ostatniego positku

(zalecana),

o glikemi¢ w 120 min. doustnego testu tolerancji glukozy (w przypadku
stwierdzenia nietolerancji glukozy (tab. 11.2).

Cukrzyce rozpoznajemy, gdy:

e przy 2-krotnym badaniu glikemia na czczo jest >126 mg/dL (7,0 mmol/L)

e glikemia w 2 godzinie po doustnym obciazeniu glukoza jest >200 mg/dL

(11.1 mmol/L)

e objawy hiperglikemii i glikemia przygodna jest > 200 mg/dL (11.1 mmol/L)

Tabela 11.1. Typy etiologiczne i charakterystyka roznych postaci cukrzycy

Posta¢ cukrzycy

Diagnostyka kliniczna i laboratoryjna

Cukrzyca typu 1
A. autoimmunologiczna

B. ,,samoistna”

A. poczatek w dziecinstwie, od poczatku leczenie insu-
ling potrzebne do utrzymania przy zyciu, przynajmniej
jedno specyficzne przeciwciato obecne u 85-90% pa-
cjentow, zwiazana z ukladem HLA, sktonno$¢ do in-
nych chorob autoimmunologicznych

B. rzadko wystepujaca, nie powiazana z uktadem HLA,
silna komponenta dziedziczna, gtownie u azjatow i
afrykanow

Cukrzyca typu 2

Poczatek w wieku dojrzatym, zwiazana z otyloscia i
brakiem aktywnosci fizycznej, ryzyko zachorowania
rosnie z wiekiem, czgsto ujawnia si¢ w czasie ciazy,
zwiazana z insulinoopornoscia tkankowa i/lub uposle-
dzeniem wydzielania insuliny

Specyficzne typy cukrzy-
cy:
A. genetycznie uwarunko-
wane defekty komorek
beta

B. Genetyczne
dziatania insuliny

defekty

C. choroby egzokrynnej
czesci trzustki

D. Endokrynopatie

MODY* 1 — czynnik transkrypcyjny jadrowy czynnik
hepatocytow (HNF-4, chromosom 20)

MODY 2 - glukokinaza (chromosom 7)

MODY 3 — HNF-1(chromosom 12, najczestsza, 60%
MODY)

MODY 4 — czynnik promoterowy insuliny-1 (chromo-
som 13, INF.-1)

MODY -5 HNF -1 beta (chromosom 17)

MODY - 6 NeuroD1 (chromosom 2)

Defekty mitochondrialnego DNA

Insulinooporno$¢ typu A, mutacje receptora insuliny
(leprechaunizm, zesp6t Rabsona-Mendenhalla), cukrzy-
ca lipoatroficzna

Zapalenia trzustki, urazy/pankreatektomia, mukowiscy-
doza, hemochromatoza itp.

Akromegalia, zesp6t Cushinga, glucagonoma, pheo-
chromocytoma, nadczynno$¢ tarczycy, somatostotino-
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Posta¢ cukrzycy Diagnostyka kliniczna i laboratoryjna
ma, aldosteronoma itd.
E. Uszkodzenia toksyczne | Polekowe (kwas nikotynowy, hormony tarczycy,

F. Zakazenia

G. Rzadkie postaci o cha-
rakterze ~ immunologicz-
nym

H. Czgéciowo zwiazana z
chorobami genetycznie
uwarunkowanymi

diazoksyd, agoniSci receptorow beta-adrenergicznych,
tiazydy, interferon-alfa, glikokortykosterydy itp.

Rozyczka wrodzona, cytomegalia itp.

Zespot ,,sztywnego cztowieka”
P-ciala przeciw receptorowi insulinowemu

Zespot: Down’a
Klinefelter’a
Turner’a
Wolfram’a
Lowrence-Moon-Biedl’a
Prader-Willy’ego
Ataksja Friedereich’a
Plasawica Huntington’a
Dystonia miotoniczna
Porfirie

Cukrzyca cigzarnych

Rozpoczynajaca si¢ cukrzyca typu 2
Przedciazowa, nie rozpoznana cukrzyca typu 2
Cukrzyca typu 1 o powolnym przebiegu

Nowe zachorowanie na typowa cukrzyce typu 1

*MODY — Maturity Onset Diabetes of Youth. Istnieje wiecej rzadkich defektéw tego

typu.

Do rozpoznania cukrzycy konieczne jest stwierdzenie dwoch nieprawidto-
wosci lub 2- krotne stwierdzenie jednej z nich; przy oznaczaniu st¢zenia glukozy
we krwi nalezy uwzglgdni¢ ewentualny wplyw czynnikow niezwiazanych z
wykonywanym badaniem (pora ostatniego positku, pora dnia, wysitek fizyczny).

Wskazania do wykonania doustnego testu tolerancji glukozy (DTTG,
OGTT- Oral Glucose Tolerance Test) istnieja, gdy stwierdza sig:

e cechy zespotu metabolicznego przy prawidtowej glikemii na czczo

o glikemig na czczo w zakresie 100 - 125 mg/dL (5.6- 6.9 mmol/L )

e glukozurig przy prawidtowej glikemii na czczo

e jako badanie diagnostyczne w rozpoznawaniu cukrzycy ci¢zarnych



238 Dorota Bizon-Zygmanska, Andrzej Szutowicz

Tabela 11.2. Kryteria rozpoznania cukrzycy

Oznaczenie

Stezenie glukozy w osoczu

Interpretacja

glikemia przygodna

>200 mg/dL
(>11.1 mmol/L)

cukrzyca, jesli obecne sa
objawy kliniczne: wzmozo-
ne pragnienie, wielomocz,

zmniejszenie masy ciala,
oslabienie.
glikemia na czczo 60-99 mg/dL prawidtowa glikemia na
(3,4-5.5 mmol/L ) czczo

100- 125 mg/dL
(5.6- 6.9 mmol/L )

nieprawidtowa glikemia na
€zcZo

>126 mg/dL cukrzyca
(>7.0 mmol/L)
glikemia w 120 min.|< 140 mg/dL prawidlowa tolerancja glu-

doustnego testu toleran-
cji glukozy

(<7.8 mmol/L)

140- 199 mg/dL
(7.8- 11.0 mmol/L)

>200 mg/dl (11.1 mmol/L)

kozy

nieprawidtowa
glukozy

tolerancja

cukrzyca

11.5.1. Doustny test tolerancji glukozy

Protokot przeprowadzenia DTTG obejmuje pobranie wyj$ciowe] probki krwi

zylnej rano (pacjent musi by¢ na czczo 8-14 godz. po spozyciu ostatniego posit-
ku, po przespanej nocy). Pacjent wypija 250-300 ml roztworu zawierajacego 75g
glukozy w ciagu 5 min. (dzieci 1.75 g/ kg m.c., nie wigcej jak 75g). Druga prob-
ke krwi pobiera si¢ w 120 min. po podaniu glukozy. Pacjent powinien przeby-
wac w miejscu wykonywania testu i pozostawa¢ w spoczynku. W celu ustalenia
etiologicznego rozpoznania i podczas obserwacji leczenia cukrzycy wykonuje
si¢ szereg dodatkowych, badan laboratoryjnych (patrz nizej).

11.5.2. Badania przesiewowe w kierunku cukrzycy

Ze wzgledu na duza czesto$¢ wystgpowania cukrzycy nalezy dokonaé jak
najwczesniejszej identyfikacji 0sob z tej grupy ryzyka. Badanie przesiewowe
polega na dwukrotnym wykonaniu oznaczenia glukozy na czczo lub doustnego
testu tolerancji glukozy. Badanie tego typu powinno by¢ przeprowadzone u
wszystkich ludzi powyzej 45 roku zycia, a w szczeg6lnosci ze wskaznikiem
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masy ciala (BMI) >25 kg/m”. W przypadku prawidtowego wyniku badanie po-
winno by¢ powtarzane co 3 lata.
Badanie nalezy przeprowadzi¢ w mtodszym wieku i wykonywac czesciej u
0sob z:
e BMI>25 kg/m’
posiadajacych krewnych 1-stopnia z cukrzyca,
niska aktywnoscia fizyczna,
uprzednio zidentyfikowanych jako majacych IFG lub IGT,
pochodzeniem azjatyckim lub afro-karaibskim,
zespotem wielotorbielowatych jajnikow,
nadci$nieniem (>140/90 mmHg)
dyslipidemia i cholesterolem HDL<0.9 mmol/L lub triglicerydami >2.8
mmol/L,
e przebyta cukrzycg cigzarnych lub rodzacych dziecko o wadze powyzej 4
kg,
e obecna chorobg naczyn.

11.5.3. Cukrzyca typu 1

Rozpoznawanie cukrzycy typu 1 obejmuje:

e doktadny wywiad, badanie glikemii

e wykrywanie przeciwcial: przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowe-
go, przeciw fosfatazie tyrozynowej 1A-2/ICA-512, przeciw wyspowych
(cytoplazmatycznych i1 powierzchniowych) oraz przeciwciat przeciw
wlasnej insulinie

e oznaczanie peptydu C

e oznaczanie genotypu HLA

Poczatek choroby wystgpujacy w dziecinstwie jest najczgsciej ostry z szyb-
kim narastaniem objawow. Do typowych objawow naleza: wzmozone pragnie-
nie, wielomocz, chudnigcie, pomimo nadmiernego taknienia oraz ostabienic. W
czesci przypadkow moze wystepowaé remisja. Czgsto rozwija si¢ kwasica keto-
nowa (30%), znaczna hiperglikemia (90%), w krancowych przypadkach -
$piaczka. Wymaga natychmiastowego leczenia insuling, a nieleczona prowadzi
do zgonu.

Podstawowym mechanizmem patogenetycznym powodujacym powstawanie
cukrzycy typu 1 i cukrzycy typu LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Ad-
ults) jest zniszczenie komorek beta wysp Langerhansa trzustki w wyniku tocza-
cego sig procesu autoimmunologicznego. Laboratoryjnymi markerami tego pro-
cesu sg autoprzeciwciata skierowane przeciwko roznym strukturom wysp trzust-
kowych. Przeciwciata te pojawiaja si¢ we krwi jeszcze przed wystapieniem kli-
nicznych objawow cukrzycy i utrzymuja si¢ przez kilka do kilkunastu lat jej
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trwania. Cukrzyca ujawnia si¢ zwykle z chwila zniszczenia przez nie 80-90%
komorek beta.

Do oznaczanych obecnie przeciwcial naleza:

A. Przeciwciata przeciwwyspowe (Islet Cells Autoantibodies, ICA) skiero-
wane przeciwko kilku cytoplazmatycznym antygenom komorek beta
wysepek trzustki. Sa obecne u okoto 80% chorych na cukrzyce typu 1 w
chwili rozpoznania choroby, nastgpnie stopniowo zanikaja proporcjo-
nalnie do czasu trwania choroby. ICA wykrywane sa mikroskopowa me-
toda immunofluorescencji posredniej na podstawie ich reakcji z nie-
utrwalonymi zamrozonymi skrawkami trzustki. Wyniki wyrazane sa w
umownych jednostkach JDF (Juvenile Diabetes Foundation). Dodatni
wynik badania ICA wigkszy niz 20 j. JDF oznacza duze prawdopodo-
bienstwo rozwoju cukrzycy typu 1 w ciagu 5 lat. ICA wykrywa sig row-
niez w innych chorobach autoimmunologicznych takich jak choroba
trzewna, choroby tarczycy czy stany zapalne watroby.

B. Przeciwciala przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (anty
GAD), wystepuja u 70-80% chorych na cukrzyce typu 1. Utrzymuja sig¢
przez wiele lat po rozpoznaniu choroby, czego nie obserwuje si¢ w
przypadku ICA. Antygenem, przeciwko ktoremu skierowana jest reakcja
immunologiczna jest dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GAD), en-
zym charakterystyczny dla komorek beta trzustki i neuronow GABA-
ergicznych moézgu. Przeciwciala te stanowia wczesnie pojawiajacy si¢
marker cukrzycy typu 1. Oznaczanie poziomu przeciwciat anty GAD
jest niezwykle pomocne w diagnostyce cukrzycy typu 1 u osoéb doro-
stych. Oznacza si¢ je metodami immunoprecypitacji ze znakowanym
[**S] rekombinowanym antygenem GAD.

C. Przeciwciala przeciw fosfatazom tyrozynowym IA-2 oraz I[A-2beta
(phogrin) wykrywane sa odpowiednio w 55-75% oraz 30-50% przypad-
kéw cukrzycy typu 1 w chwili jej rozpoznania.

D. Autoprzeciwciata przeciwko insulinie (Insulin Auto—Antibody, [AA)
stwierdza si¢ je w momencie rozpoznania pierwszych objawow klinicz-
nych u 90% dzieci ponizej 5 roku zycia, u 70% w wieku 5-10 lat i 50%
dzieci starszych. U doroslych wystepuja one w niskich mianach w 10-
20% przypadkow cukrzycy. Oznaczane sa metodami immunochemicz-
nymi.W odrdznieniu od IAA, przeciwciala przeciwko egzogennej insu-
linie pojawiajace si¢ w osoczu w przebiegu leczenia sa przeciwinsuli-
nowymi przeciwciatami odpornosciowymi (IA).

E. Stezenie peptydu C odzwierciedla czynno$¢ wydzielnicza komorek beta
trzustki u chorych na cukrzycg. Oznaczenia te wykonuje si¢ w celu:

e rdznicowania cukrzycy typu 11 2.

e oszacowania rezerwy czynnosciowej komorek beta

e ustalenia czasu rozpoczgcia insulinoterapii u chorych na cukrzyce
typu 2 leczonych preparatami doustnymi
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e oceny mozliwoséci przerwania insulinoterapii wdrozonej u chorych
na cukrzyce typu 2

Peptyd C wydziela si¢ w ilosciach rownomolarnych z insuling do krwi zyly
wrotnej. U oséb zdrowych jego stgzenie w surowicy na czczo wynosi wigcej niz
0,4 ng/L, ktore po dozylnym podaniu glukagonu zwigksza si¢ 3 - 5 krotnie. Pep-
tyd ten jest bardziej odporny na proteolize niz insulina i dlatego nadaje si¢ do
wykrywania resztkowych aktywnosci komorek beta. W cukrzycy typu 1 stgzenie
peptydu na czczo w surowicy jest mniejsze niz 0,2 pg/L i po dozylnym podaniu
glukagonu pozostaje mniejsze niz 0,5 pug/L. W cukrzycy typu 2 odpowiednie
warto$ci sa wyzsze.

Badania rodzinne wykazuja silny zwiazek niektorych genéw z prawdopodo-
bienstwem wystapienia cukrzycy. Ryzyko zachorowania na cukrzyce¢ w popula-
cjach europejskich wynosi 0.2 - 0.4%, natomiast u krewnych chorych na cukrzy-
cg jest ono 15 razy wyzsze. W kodowanie predyspozycji do cukrzycy najbar-
dziej zaangazowany jest znajdujacy si¢ w chromosomie 6 region 6p21 HLA
(Human Leukocyte Antygen). Genetyczna predyspozycja do cukrzycy zwigzana
jest z allelami genow DRB1*04 i DRB1*03 i DQBI, oraz allelem genu
DQBI1*0302 oraz DQA1*0301. Najwyzsze ryzyko wiaze si¢ z haplotypem
DRB1*04- DQA1*0301- DQB1*0302. Sa rowniez allele gendw wywierajace
dziatanie ochronne (negatywnie skorelowane z cukrzyca) takie jak DRB1*15
czy DRB1*0602.

11.5.4. Cukrzyca typu 2

Czestos¢ wystepowania cukrzycy typu 2 zwigksza si¢ z wiekiem. W badaniu
klinicznym wywiad i badanie przedmiotowe powinny szczegdtowo uwzgled-
nia¢ czynniki ryzyka cukrzycy typu 2, takie jak ocena otylosci, obecno$¢ nadci-
$nienia, niedokrwiennej chorob serca i naczyn. Nalezy wykona¢ badanie okuli-
styczne, w celu zdiagnozowania mozliwej obecnosci zespotu polimetaboliczne-
go 1 innych chordéb skojarzonych lub wspotistniejacych. Typowe dolegliwosci,
to: nadmierne pragnienie, wielomocz, paradontoza, grzybice skory i blon §lu-
zowych, zaburzenia akomodacji wzroku, retinopatia, brak te¢tna na tetnicach
grzbietowych stop itp.

Rodzinne wystepowanie cukrzycy typu 2 jest silnie zaznaczone. Wspotczyn-
nik zgodno$ci dla blizniat wynosi 90%. Zachorowania na cukrzyce typu 2 w
populacjach Afro-Karaibskich, Poludniowo-Azjatyckich, Indian-Pima w Arizo-
nie, mieszkancow wysp Pacyfiku, sa dwukrotnie czgstsze niz wérod Europejczy-
kow.

Do badan laboratoryjnych stuzacych do diagnozowania chorych na cukrzyce
typu 2 zaliczamy:

e badanie zaburzen regulacji glikemii - hiperglikemia na czczo, oraz do-

ustny test obciazenia glukoza

e oznaczenie poziomu insuliny na czczo
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e oznaczenie stezenia peptydu C na czczo i w 6 min po obciazeniu 1 mg

glukagonu, w celu ustalenia niedoboru insuliny endogenne;j

e zbadanie wydalania albuminy z moczem (tzw. ,,mikroalbuminuria)

Do oceny stanu i monitorowania leczenia pacjenta z cukrzyca powinny by¢
uzywane oznaczenia parametréw lipidowych, st¢zenie Na/K, poziomu glikowa-
nej hemoglobiny we krwi i poziomu fruktozaminy (glikowanej albuminy) w
surowicy oraz wskaznikow funkcji nerek.

11.5.5. Cukrzyca cigiowa

Jest to roznego stopnia uposledzenie tolerancji glukozy, powstajace lub roz-
poznawane po raz pierwszy w okresie ciazy. Jej rozwojowi sprzyja wzrost po-
ziomu hormondéw glikogennych. Moze to by¢ réwniez rozpoczynajaca sig cu-
krzyca typu 2, istniejaca przed ciaza nierozpoznana cukrzyca typu 1 o powol-
nym poczatku (MODY). Zaburzenie wystepuje u 1-3% cigzarnych i przewaznie
ustgpuje po porodzie. Jednak u 30% kobiet po 3-5 latach ujawnia si¢ cukrzyca
typu 1 lub 2.

Podziat cukrzycy cigzarnych:

1. Cukrzyca cigzowa — (GDM, Gestational Diabetes Mellitus ) -

to roznego stopnia zaburzenia tolerancji glukozy lub cukrzyca ktore po raz
pierwszy wystapity, badz zostaty rozpoznane podczas ciazy:

- G1- po raz pierwszy rozpoznana podczas ciazy, nieprawidlowa tolerancja
glukozy z normoglikemia w warunkach przestrzegania diety;

- G2- hiperglikemia na czczo i popositkowa, konieczne leczenie dieta i insu-
ling

2. Cukrzyca przedciazowa (PGDM, Pregestational Diabetes Mellitus), je-
zeli zachorowanie na cukrzyce nastapito przed zajsciem w ciaze.

W celu rozpoznania cukrzycy u kobiet w ciazy wykonuje si¢ dwustopniowy
schemat wykrywania GDM, ktory obejmuje test przesiewowy i diagnostyczny.

A. Test diagnostyczny cukrzycy cigzowej:

Wstepne oznaczenie stezenia glukozy we krwi nalezy wykona¢ na poczatku
ciazy przy pierwszej wizycie u ginekologa w celu wykrycia bezobjawowej cu-
krzycy przedciazowe;.

Poczatek ciazy - glikemia na czczo:

<95 mg/dL  wynik prawidtowy

95-125 mg/dL  wynik nieprawidlowy; nalezy wykona¢ doustny test
tolerancji glukozy (75g glukozy-2h)
> 140 mg/dL - cukrzyca cigzowa
<140 mg/dL po 2 godzinach - wynik prawidtowy —
jednak
w 24-28 tygodniu ciazy nalezy wykonac¢ test przesiewowy
>126 mg/dL przy dwukrotnym badaniu — cukrzyca ciazowa
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B. Test przesiewowy
Badanie wykonuje si¢ migdzy 24 a 28 tygodniem ciazy. Pacjentka nie musi
by¢ na czczo, wypija roztwor zawierajacy 50 g glukozy. Pomiaru stezenia glu-
kozy dokonuje si¢ jednorazowo po 1 godzinie od momentu podania glukozy.
Interpretacja wynikow:
<140 mg/dL warto$¢ prawidlowa, nie wymaga dalszej diagnostyki
140 - 200 mg/dL warto$¢ nieprawidlowa, nalezy wykona¢ doustny test
tolerancji glukozy (75 g glukozy - 2h)
< 140 mg/dL wynik prawidlowy
> 140 mg/dL cukrzyca ciazowa
> 200 mg/dL  cukrzyca ciazowa

Cigzarne z cukrzyca wymagaja intensywnego nadzoru i leczenia, gdyz ich
ptody sa zagrozone makrosomia oraz wielu innymi zaburzeniami rozwojowymi.

11.5.6. Monitorowanie leczenia cukrzycy

A. Oznaczanie glikemii w celu monitorowania leczenia cukrzycy

Cukrzyca stanowi przyktad choroby, w ktorej wspotpraca lekarza i pacjenta
oraz aktywna postawa chorego stanowia bezwzgledny warunek skutecznej tera-
pii. Codziennych oznaczen st¢zenia glukozy we krwi pacjent dokonuje samo-
dzielnie przy uzyciu glukometru. Urzadzenia tego typu dzialaja w oparciu o
metody ,,suchej chemii”, przy uzyciu paskow testowych stanowiacych podloze
dla wszystkich odczynnikoéw bioracych udzial w reakcjach z glukoza. Nowsze
rozwiazania postuguja si¢ selektywnymi mikroelektrodami wbudowanymi w
jednorazowe minikomory pomiarowe. Pacjent powinien by¢ przeszkolony w
zakresie obstugi glukometrow w placowce stuzby zdrowia, w ktorej si¢ leczy.

Pacjent powinien dazy¢ do uzyskania stanu glikemii jak najbardziej zblizo-
nego do normy.

Oznaczanie glikemii w celu monitorowania leczenia i oceny wyrdéwnania
metabolicznego cukrzycy wykonuje si¢ w pelnej krwi wlosniczkowej. Glukoza
jest szybko transportowana przez btong komorkowa do wnetrza erytrocytow
przez niezalezny od insuliny transporter GLUT1 (Km 1-2 mmol/L). Jednakze jej
stezenie w erytrocytach jest nizsze niz w osoczu wskutek przemiany do glukozo-
6-fosforanu. Dlatego glukometry daja zwykle nizsze wartosci glikemii niz anali-
zatory laboratoryjne mierzace poziom tego metabolitu w osoczu. Oznaczenia
glukozy wykonuje si¢ w porach dnia zaleznych od aktywnos$ci chorego i przyj-
mowanych positkow, kiedy oczekuje si¢ skrajnych wartosci glikemii w ciagu
doby.

Dobowy profil glikemii obejmuje oznaczenia glukozy:

®  rano na czczo,

e przed kazdym gtownym positkiem,

e 120 min po kazdym gléwnym positku,

e przed snem,
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e godz. 24.00,

e godz. 3.30.

Pacjent samodzielnie kontrolujacy glikemi¢ powinien prowadzi¢ dokumen-
tacje prowadzonych pomiarow. Poza tym, jako$¢ oznaczenia przy uzyciu glu-
kometru powinna by¢ systematyczne kontrolowana co po6t roku w placowce
stuzby zdrowia, w ktdrej jest on leczony.

Mozliwy jest ciagly pomiar poziomu glukozy za pomoca podskérnych mi-
krosensorow dziatajacych samodzielnie lub w sprzg¢zeniu z pompa insulinowa
(ryc.11.1). Mierza one poziom glukozy w ptynie srédmiazszowym.

Ryc. 11.1  Monitorowanie glikemii w czasie rzeczywistym (A), czujnik samodzielny
(B) potaczony przewodowo, lub (C) potaczony zdalnie z pompa insulinowa)

Wprowadzenie ciaglego monitoringu glukozy jest szczegdlnie wazne u dzie-
ci z cukrzyca; obniza poziom hemoglobiny Alc $rednio o 1% (patrz nizej) i za-
pobiega wystepowaniu epizodow hipoglikemii (11.6).

B. Oznaczanie hemoglobiny glikowanej (GHB, HbA,, glikohemoglobina)

Najlepszym wskaznikiem odzwierciedlajacym $rednie stezenie glukozy we
krwi w okresie 8-12 tygodni poprzedzajacym oznaczenie jest hemoglobina gli-
kowana. Glikacja jest procesem nieenzymatycznego przylaczania si¢ czasteczek
glukozy do wolnych grup aminowych N-koncowej waliny tancucha beta globi-
ny. Szybkos¢ procesu glikacji hemoglobiny jest proporcjonalna do $redniego
stezenia glukozy w czasie, w ktorym byla ona eksponowana na podwyzszone
stezenia glukozy. Znaczacej glikacji ulegaja biatka dtugo znajdujace si¢ w ustro-
ju (hemoglobina, albumina, kolagen). Stanowi to podstawe retrospektywnego
monitorowania $redniej glikemii u pacjenta. Hemoglobina glikowana sktada sig
z kilku frakcji r6zniacych sig lokalizacja glikowanej grupy aminowej oraz rodza-
jem monosacharydu wchodzacego z nia w reakcj¢. Dlatego rozrézniamy
HbA,,,HbA,,,HbA,.. Diagnostycznie najwazniejsze jest oznaczanie HbA,., kto-
rej prawidlowy poziom wynosi 4-6% hemoglobiny catkowitej.



11. Zaburzenia metabolizmu glukozy. Cukrzyca 245

Tabela 11.3. Zwiazek migdzy odsetkami HbA . a §rednim stgzeniem glukozy w osoczu

HbA,. (%) Srednie stezenie glukozy w osoczu
mg/dL mmol/L

6 135 7,5

7 170 9,4

8 205 11,4

9 240 13,3

10 275 15,3

11 310 117,2

12 345 19,2

Przy przecigtnym okresie przezycia erytrocytow roéwnym 120 dni, odsetek
HbA . odzwierciedla §rednie stezenie glukozy we krwi w nieco krotszym okre-
sie (8-12 tygodni). Liczne badania potwierdzity t¢ zalezno$¢ i stworzyly podsta-
wy do prostego przeliczenia odsetka hemoglobiny glikowanej na $rednie stgze-
nie glukozy (tab. 11.3.).

Poziom HDbA/. u chorych na cukrzyce powinien by¢ rutynowo kontrolowa-
ny co 3 miesigce, a u pacjentow ze stabilnym przebiegiem choroby i dobrym
wyrownaniem metabolicznym co p6t roku.

Materiatem do oznaczania glikowanej hemoglobiny jest petna krew zylna
pobrana do probowek z EDTA lub heparyna, albo krew wlosniczkowa pobrana
do specjalnych heparynizowanych kapilar i probowek zawierajacych odczynnik
hemolizujacy. Pacjent nie wymaga zadnego przygotowania przed pobraniem
materiatu, nie musi by¢ na czczo, chociaz w probkach lipemicznych wyniki
oznaczen moga by¢ zawyzone.

Czynniki zaktocajace oznaczenie HbA ¢:

e w niedokrwistosci hemolitycznej - skrdcenie okresu zycia erytrocytow, po-
woduje zmniejszenie odsetkowej zawartosci glikowanej formy HbA;

e obecnos¢ we krwi nietrwalego prekursora glikohemoglobiny (formy aldimi-
nowej, nazywanej pre-HbA,). U os6b zdrowych forma ta stanowi 5-8% cat-
kowitej puli hemoglobiny HbA, a u chorych na cukrzyce odsetek ten moze
wynosi¢ do 30%. W zwiazku z tym obserwuje si¢ zawyzone wyniki;

e hemoglobinopatie - zwigkszona zawarto$¢ hemoglobiny ptodowej HbF, lub
genetycznych wariantow hemoglobiny takich jak HbS Iub HbC;

e chemiczne modyfikacje czasteczek hemoglobiny powstajacej pod wptywem
lekow, przewlektego spozywania alkoholu lub w przebiegu mocznicy po-
woduja uzyskiwanie wynikéw fatszywie zawyzonych.

C. Oznaczanie fruktozaminy

Sposrod glikowanych biatek osocza zastosowanie diagnostyczne jako retro-
spektywny wskaznik glikemii znalazta glikowana albumina. Glikowana albumi-
n¢ oznacza si¢ jako fruktozaming. Jest to ketoaminowa forma biatka powstajaca
po przegrupowaniu czasteczki utworzonej po reakcji glukozy z grupa aminowa
reszt lizynowych. Okres poéttrwania albuminy wynosi okoto 14-20 dni. W
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zwiazku z tym stezenie fruktozaminy odzwierciedla srednie stezenie glukozy we
krwi w czasie okoto 2 tygodni przed oznaczeniem.

Oznaczanie fruktozaminy powinno si¢ wykonywac:

e w przypadku trudno$ci oznaczania HbA .

e ukobiet cigzarnych chorych na cukrzyce,

e upacjentéw z niestabilnym przebiegiem choroby,

e po wprowadzeniu istotnych zmian w leczeniu.

Zakres wartosci referencyjnych dla fruktozaminy wynosi 2.0-2.8 mmol/L.

D. Mikroalbuminuria*

Mikroalbuminuri¢ (AER- Albumin Excretion Rate) definiuje si¢ jako wyda-
lanie z moczem albuminy z szybko$cia pomigdzy 20-200 pg/min (30-300
mg/24godz), stwierdzone 2 lub 3 krotnie w ciagu 6 miesi¢gcy w probce moczu ze
zbidrki nocnej lub 24-godzinnej. Badanie to wprowadzono w celu wypetienia
luki pomigdzy goérng granicq prawidlowego wydalania albuminy, a progiem
czulosci powszechnie stosowanej paskowej metody (Albustix) wykrywania biat-
ka (albuminy) w moczu, wynoszacym 200 mg/L.

Mikroalbuminuria jest wczesnym objawem nefropatii cukrzycowej. Stwier-
dza si¢ ja czesto u chorych z cukrzyca typu 2 juz w momencie rozpoznania cho-
roby. Badanie powinno by¢ traktowane jako przesiewowe u wszystkich chorych
na cukrzyce typu 1 poczawszy od 5 roku choroby, a u chorych na cukrzyce typu
2 z chwila rozpoznania. Badanie powinno wykonywac si¢ okresowo, co 6 mie-
sigcy, a przy dobrej kontroli glikemii - co 12 miesigcy.

*Laboratorium oznaczajac biatko w moczu podczas badania ogélnego mo-
czu wykrywa je w stgzeniach powyzej 200 mg/L. Dlatego przy kontroli stanu
nerek u pacjenta z cukrzyca nalezy dodatkowo zleci¢ oznaczenie ,,mikroalbumi-
nurii”.

11.5.7. Ostre powiktania cukrzycy

Do ostrych powiktan zaliczamy cigzkie stany kliniczne takie, jak:
e kwasica i $piaczka ketonowa
e hipermolarna $piaczka nieketonowa
e kwasica i $pigczka mleczanowa

A. Patogeneza i badania laboratoryjne w kwasicy i $piaczce ketonowej

Hiperglikemia we krwi wywoluje bardzo znaczna diurez¢ osmotyczna, ktora
powoduje utrate duzych ilo$ci wody i elektrolitow. Wskutek tego pacjenci tatwo
ulegaja odwodnieniu. Dochodzi do zaggszczenia krwi, spadku ci$nienia tgtni-
czego, a w krancowych przypadkach do wstrzasu oligowolemicznego.

Zmniejszenie przeptywu krwi przez moézg i nerki przejawia si¢ zaburzeniami
$wiadomosci oraz skapomoczem ze zwigkszeniem ,,ciat azotowych” (mocznik,
kreatynina, kwas moczowy) we krwi. Przy bezwzglednym niedoborze insuliny,
zwigksza si¢ degradacja biatek 1 uwalnianie aminokwaséw do krwi. Wzrasta we
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krwi stgzenie aminokwaséw glukogennych (18 aminokwasdéw, w tym alanina,
seryna, glicyna, kwas glutaminowy i asparaginowy), ktore dostarczaja tafncu-
chow weglowych w procesie glukoneogenezy. Zwigksza si¢ wydalanie moczni-
ka 1 kreatyniny (azot pozabiatkowy) z moczem, powstaje ujemny bilans azotowy
oraz chudniecie.

Niedobor insuliny jest roOwniez przyczyna zaburzen metabolizmu ttuszczow.
Dochodzi do wielokrotnego zwigkszenia lipolizy i uwalniania z tkanki thuszczo-
wej kwasow tluszczowych, ktorych stezenie we krwi znacznie wzrasta. W pro-
cesie beta-oksydacji ulegaja one niepelnemu katabolizmowi w watrobie do ace-
tooctanu, ktory jest redukowany do beta-hydroksymaslanu. Zrodtem ketokwa-
sOw sa roOwniez aminokwasy ketogenne, gldwnie leucyna i lizyna. Gromadzac
si¢ we krwi jako silne kwasy prowadza one do rozwoju kwasicy metabolicznej-
ketonowej, ze zwigkszona luka anionowg i hipochloremia. Znaczna czg$¢ aceto-
octanu ulega spontanicznej dekarboksylacji do acetonu, ktory wydalany jest z
moczem 1 powietrzem wydychanym. Ketokwasy sa zuzywane przez mozg, dla
ktorego sa one wspomagajacym substratem energetycznym. Buforowanie kwa-
sicy przez tkanki prowadzi do hiperkalemii z ujemnym bilansem potasowym,
jezeli funkcja nerek jest zachowana.

Tabela 11.4. Laboratoryjne kryteria diagnostyczne cukrzycowej kwasicy ketonowej

Parametr Lagodna Umiarkowana Cigzka
glukoza w osoczu

mg/dL >250 >250 > 400
mmol/L >13,9 >13,9 >222
pH krwi tgtniczej 7.25-7.30 7.00-7.24 <7,00
stezenie HCO;- w su-

rowicy mmol/L 15-18 10-15 <10
ciata ketonowe w mo- obecne obecne obecne
czu

ciata ketonowe w suro- | obecne obecne obecne
wicy

osmolalno$¢ surowicy, | zmienna zmienna zmienna,
mOsm/kg zwigkszona
luka anionowa

mmol/L >10 >12 >12
zaburzenia $wiadomo- przytomny przytomny, $piaczka
$ci u pacjenta zdezorientowany

Sposrod czynnikdéw zwigkszajacych ryzyko wystapienia kwasicy i Spiaczki
ketonowej u cukrzykoéw do najwazniejszych naleza:

e zakazenia bakteryjne lub wirusowe 50%

e przerwanie lub btedy insulinoterapii 15%

e opoOznione rozpoznanie cukrzycy 8%
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e ostre choroby niezakazne (zawat serca, udar mozgu) 7%
e czynniki nieustalone 20%

B. Hiperosmolarne stany hiperglikemiczne

Stan ten, dawniej nazywany hiperosmolarna nieketonowa $piaczka hipergli-
kemiczna, rozwija si¢ najczesciej u oséb w wieku podeszlym z cukrzyca typu 2.
Wzgledny niedobor insuliny powoduje uposledzona utylizacj¢ glukozy w tkan-
kach obwodowych mimo réwnoczesnego zwigkszenia uwalniania glukozy z
watroby. Ograniczona ilo$¢ insuliny u chorych na cukrzyce typu 2 jest nadal
wystarczajaca do zahamowania lipolizy w tkance tluszczowej i1 syntezy keto-
kwasow.

Tab. 11.5. Kryteria diagnostyczne nieketonowej §piaczki hiperosmolalnej

Parametr Stezenie

stezenie glukozy w osoczu mg/dL >600
mmol/L >33,3

pH >7.30
stezenie wodoroweglandw w surowicy mmol/L >15
ciata ketonowe w moczu nieobecne lub $lad
ciata ketonowe w surowicy nieobecne lub $lad
efektywna osmolalno$¢ surowicy mOsm/kg wody >320
zaburzenia $wiadomosci, gdy osmolalnos¢ przekracza | $piaczka
380 mOsm/kg wody

Diureza osmotyczna wywotana ogromna hiperglikemia moze osiagna¢ mak-
symalna objeto$¢ rzedu 5-8 L/24godz. W wyniku odwodnienia dochodzi do
zmniejszenia przeptywu krwi przez nerki i przesaczania klgbuszkowego. Wow-
czas obserwuje si¢ podwyzszone stezenie mocznika/ kreatyniny we krwi, ktore
ustgpuje po uzupehieniu niedoboru wody. We wszystkich przypadkach molal-
no$¢ surowicy jest bardzo wysoka. Rownowaga kwasowo zasadowa jest prawi-
dlowa.

Narastajace odwodnienie hipertoniczne powoduje zaburzenia neurologiczne,
a nawet catkowita utrat¢ przytomnosci powstaje wtedy kliniczny obraz nieketo-
nowej $piaczki hiperosmolarne;j.

C. Kwasica mleczanowa

Stanowi ciezkie, obarczone duza $miertelno$cia zaburzenie metaboliczne w
cukrzycy. Przyspieszenie utleniania kwasow tluszczowych i redukcja acetoocta-
nu powoduja wzgledny niedobér NAD, ktory utrudnia utlenianie mleczanu i
zwigksza jego akumulacj¢. Wspotistniejace z cukrzyca mikro i makroangiopatia
powoduja niedotlenienie tkanek obwodowych i dalszy wzrost st¢zenia mleczanu.
Roéwniez stosowane leki (fenformina) nasilaja kwasice mleczanowa poprzez
hamowanie glukoneogenezy.

Badania laboratoryjne wykazuja:
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glikemia prawidtowa Iub umiarkowanie podwyzszona
obnizone pH krwi, stezenie zasad krwi < 10mmol/L,
luka anionowa > 16 mmol/L,

kwas mlekowy w surowicy >>5 mmol/L,

Na w surowicy krwi - nie zmienia sig,

K w surowicy — wzrasta,

ketokwasy w surowicy — norma.

11.5.8. Przewlekie powiktania cukrzycy

Nadmierna glikacja biatek Srodbtonka naczyn krwiono$nych i biatek pod-
Scieliska, przewlekly stan zapalny oraz dyslipoproteinemia towarzyszace cu-
krzycy powoduja rozwdj makro i mikroangiopatii. Zgrubienie i uszkodzenia
strukturalne btony podstawnej naczyn wlosowatych ktebkoéw nerkowych i siat-
kowki oka sa przyczyna rozwoju glomerulopatii i retinopatii cukrzycowe;.

A. Nefropatia cukrzycowa

Jest druga po ostrym zapaleniu klgbkow nerkowych przyczyna schytkowe;j
niedomogi nerek (25-35% przypadkoéw), ktora wymaga dializoterapii i prze-
szczepienia nerki. Rozwija si¢ ona u 30-35% chorych z cukrzyca typu 1. Ze
wzgledu na utajony rozwoj cukrzycy typu 2 uchwycenie poczatku nefropatii w
tym zespole chorobowym jest utrudnione.

Badania laboratoryjne odgrywaja istotna rolg w obserwacji poszczegolnych
stadiow cukrzycowego uszkodzenia nerek (ryc.11.2).

W pierwszym okresie dochodzi do hipertrofii nerek ze zwigkszeniem objgto-
sci kigbkow nerkowych i wzrostu filtracji kigbkowej o 20-50%, mierzonej za
pomoca klirensu endogennej kreatyniny, bez mikroalbuminurii, ktéra moze po-
jawia¢ sig¢ przejsciowo zard6wno w warunkach spoczynkowych jak i podczas
wysitku (11.5.6.d.) (ryc. 11.2). W tym stadium zmiany sg odwracalne.

W drugim okresie nastepuje uszkodzenie i pogrubienie btony podstawnej
kapilar ktebkéw nerkowych z utrzymujaca si¢ hiperfiltracja i okazjonalnie poja-
wiajaca si¢ mikroalbuminuria. W tych stadium, wlasciwa kontrola glikemii,
moze znacznie przedtuzy¢ okres prawidlowej funkcji ktebkéw nerkowych. Ci-
$nienie krwi pozostaje prawidtowe —wzrost 1 mm Hg/rok.

Trzecie stadium to wczesna nefropatia cukrzycowa ze stopniowo narastajaca
trwala mikroalbuminuria do 300 mg/dobg; towarzyszy jej nadci$nienie wzrasta-
jace w tempie 3 mmHg/rok oraz obnizenie filtracji kigbowej. Wlaczenie sku-
tecznego leczenia antyhipertensyjnego, spowalnia narastanie uszkodzenia ki¢b-
kéw nerkowych (rye. 11.2).

Czwarte stadium to pelnoobjawowa nefropatia cukrzycowa (u 35% pacjen-
tow - po 15-25 latach) z jawnym biatkomoczem, przechodzacym w zespdt ner-
czycowy przy dobowej utracie biatka powyzej 3.5 g/dobg. W tym okresie filtra-
cja kigbkowa zmniejsza si¢ $rednio o 10 ml/min/rok przy wysokim nadci$nieniu.
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Postgp choroby mozna zahamowac¢ obnizajac cisnienie krwi do wartosci 135/85
mm Hg (ryc. 11.2).

Przebieg Refropatll Culazyceuwsj
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Ryc. 11.2 Wplyw leczenia na rozwoj nefropatii cukrzycowe;j

W piatym stadium, po 25-30 latach choroby, wystepuje szkliwienie kigbusz-
kéw oraz znaczny spadek filtracji kiebkowej, z obnizeniem wydalania biatka z
moczem i rozwojem petnoobjawowej niewydolnosci nerek — mocznicy, z wyso-
kimi, narastajacymi szybko st¢zeniami mocznika, kreatyniny i fosforanow w
surowicy i nieorganiczna kwasica metaboliczna. W tym stadium pacjent musi
by¢ dializowany 1 przygotowywany do przeszczepienia nerki.

B. Retinopatia cukrzycowa

Rozwija sig¢ u 25% chorych na cukrzyce po 20-25 latach jej trwania. Cukrzy-
ca jest przyczyna 20% wszystkich noworozpoznawanych przypadkow retinopa-
tii. Rozpoznanie retinopatii opiera si¢ wytacznie na badaniach okulistycznych.

11.5.9. Zespot polimetaboliczny.

Zespot polimetaboliczny jest czynnikiem znacznego ryzyka rozwoju cukrzy-
cy typu 2, jak rOwniez znacznie pogarsza jej przebieg. Jest on zwiazany z otyto-
$cig typu androidalnego i zwiazanym z nig przewlekltym stanem zapalnym, sta-
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nowiacym podtoze rozwoju dla zmian naczyniowych. Charakteryzuje si¢ mno-
goscig zaburzen metabolicznych i postaci klinicznych. Do osiowych zaburzen w
tym zespole zalicza sig:

e wywiad rodzinny o wystepowaniu cukrzycy typu 2, nadci$nienia, zawatu
serca i udarow mozgu w rodzinie;
otylo$¢ brzuszna i hiperleptynemia;
nadci$nienie tetnicze (>140/90 mm Hg);
narastajaca nietolerancja glukozy prowadzaca do jawnej cukrzycy;
dyslipidemia: cholesterol catkowity >250 mg/dL (>6.5 mmol/L), chole-
sterol HDL <35 mg/dL (<0.9 mmol/L), triglicerydy > 200 mg/dL (>2.3
mmol/L);
kwas moczowy >8.0 mg/dL (>476 umol/L);
fibrynogen >3.0 g/L
albuminuria > 20 mg/L

e hiperinsulinemia, hiperproinsulinemia

Taki fenotyp jest zwiazany z opornoscia tkanek, glownie migsni szkieleto-
wych, na insuling, ktéra doprowadza do nietolerancji glukozy, a nastgpnie do
cukrzycy typu 2.

11.6. Hipoglikemia u 0sob z cukrzyca

Jako hipoglikemig okreslamy stezenie glukozy we krwi pelnej < 40 mg/dL
(2.2 mmol/L) lub glikemig¢ w osoczu < 45 mg/dL (2.5 mmol/L). Towarzysza jej
objawy kliniczne w postaci zlewnych potow, stanow lekowych, uczucie gtodu,
nudnosci, drzenia ciata, ostabienie, palpitacji serca, nerwowosci, ktore ustepuja
po podaniu glukozy. Ten zespdt objawow nosi nazwe Triady Whipple’a.

Przyczyny hipoglikemii u chorych na cukrzycg:

e najczestsza przyczyng jest przedawkowanie insuliny lub pochodnych

sulfonylomocznika,

e interakcja z innymi lekami obnizajacymi glikemig,

e znaczny wysitek fizyczny,

e spozycie alkoholu (alkohol hamuje glukoneogeneze i1 nasila dziatanie

doustnych lekéw hamujacych glukoneogenezg).

11.6.1. Neuroglikopenia

Glukoza jest podstawowym i jedynym zrodlem energii dla o$rodkowego
uktadu nerwowego. Ketokwasy i mleczan chociaz sa zuzywane przez mozg nie
sa w stanie samodzielnie podtrzymaé jego metabolizmu energetycznego. Wszel-
kie zaburzenia w dostawie glukozy do mdzgu wywotujace ostre, podostre i
przewlekte zaburzenia funkcji moézgu nosza nazwg neuroglikopenii. Obok wy-
mienionych wyzej objawdéw ostrych ujawniaja si¢ zmiany podostre w postaci
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bolow glowy, rozdraznienia, zaburzen koncentracji, splatania, zaburzen koordy-
hipoglikemiczne, powoduja ogniskowe uszkodzenia mézgu prowadzace do ze-
spotow psychoorganicznych: zmian osobowosci, ubytkow pamigci, psychoz
depresyjnych i demencji. Cukrzyca stanowi réwniez jeden z czynnikow zwigk-
szonego ryzyka zachorowania na chorobe Alzheimera. Ustalono, ze dobre lecze-
nie insuling nie powinno powodowaé u pacjenta wigcej niz jednego incydentu
hipoglikemii, bez utraty przytomno$ci, w ciagu 3-5 lat. Hipoglikemia u dzieci
fatwiej niz u dorostych wywoluje powstanie trwaltych zmian psychoneurologicz-
nych.
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12. HIPOGLIKEMIA

Andrzej Szutowicy

12.1. Mechanizmy hipoglikemii

U zdrowych osob wzglednie staty poziom glukozy w ptynie pozakomorko-
wym jest utrzymywany dzieki rownowadze miedzy jej zuzyciem przez tkanki do
produkcji energii i proceséw syntezy, a jej dostarczaniem z przewodu pokarmo-
wego w stanie trawiennym i synteza w procesach glukoneogenezy i glikogenoli-
zy w stanie potrawiennym (ryc. 12.1). W stanie trawiennym, glukoza znajdujaca
si¢ w przewodzie pokarmowym jest transportowana do ptynu pozakomorkowe-
go przez obecny w nablonku jelitowym transporter GLUT2. Wzrost stezenia
glukozy powoduje jej zwigkszony transport do komorek insulino-niezaleznych
oraz stymuluje wydzielanie insuliny z komorek beta wysepek trzustki (ryc.
12.1). Hormon ten stymuluje glikogenogenez¢ w watrobie 1 migéniach szkiele-
towych oraz lipogenezg w watrobie i tkance ttuszczowej hamujac wydzielanie
glukagonu oraz procesy glukoneogenezy, glikogenolizy oraz lipolizy i ketogene-
zy.

W stanie potrawiennym prawidlowa glikemia w ptynie pozakomorkowym
jest utrzymywana dzigki zahamowaniu wydzielania insuliny i wzrostowi pozio-
mu glukagonu. Dochodzi do aktywacji glikogenolizy w tkankach oraz gluko-
neogenezy w watrobie i korze nerek. W tych warunkach mézg zuzywa 20%
syntetyzowanej glukozy oraz 20% pochtanianego tlenu. Tkanki obwodowe
zmniejszaja zuzycie glukozy, a zwigkszaja utlenianie kwasow ttuszczowych.
Niskie stezenie insuliny i wzrost szybko$ci utleniania kwasow tluszczowych
zwigkszaja synteze acetooctanu w watrobie. Stad w stanach glodu, szczeg6lnie u
dzieci, moze pojawia¢ si¢ ketonemia przy prawidtowym lub obnizonym pozio-
mie glukozy w plynie pozakomorkowym (ryc. 12.1).

Stan wawlenny Stan potrawienny/glodzenie
Wychwsi i aikenianice
WWyehwyt i utoniamis
= mwxj;n:i miag | et
| warki ahwodowe NS
: - lﬁml . l ikarkl shwo dowe
E Clikogenogerera w ;“- Hlikogmwpeneraw
= Glukoza ff e " : IR e
2 £ — Lipogeneza w watro- i Lipozeneza w watso-
b 2 hie i . thisaczowe] | 'E' }{ Giih-un' e 1 U, TszezOWe)
| Clikogenoliza i - Glikegrnaliza |
E = ghukomeogenera E *- gluk prwogene i
E Lipoliza i Lipokizs |
= Plyn poza- keingemeea Flym poza- kringe ezm
Kemnkany oo

Ryc. 12.1. Homeostaza glukozy w stanie trawiennym i potrawiennym
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Nadmierna aktywacja zuzycia glukozy przez tkanki, zahamowanie lub nie-
dostateczna synteza glukozy w tkankach glukoneogenetycznych (watroba i kora
nerek) moga powodowac stany hipoglikemii (tab. 12.1).

Podobne dziatanie ma nieodpowiednio wysokie w stosunku do aktualnej gli-
kemii wydzielanie insuliny lub peptydéw o podobnym dziataniu. Kryteria labo-
ratoryjne i kliniczne rozpoznawania hipoglikemii zostaty opisane w rozdziale
11.

Hipoglikemia wywoluje szereg reakcji kompensacyjnych w postaci:

e zaleznego od aktywacji receptoréw alfa-adrenergicznych zahamowania
wydzielania insuliny i zwigkszenia przeptywu krwi przez mozg (skorcz
naczyn obwodowych),

e zaleznej od aktywacji receptoréw beta-adrenergicznych stymulacji gli-
kogenolizy, wydzielania glukagonu, aktywacji lipolizy, zwigkszenia wy-
rzutu krwi przez serce (zwigkszenie przeptywu krwi przez mozg), inhi-
bicji zuzycia glukozy przez migénie,

e zaleznego od aktywacji uktadu parasympatycznego wzrostu wydzielania
soku zotadkowego i $liny.

Zaburzenia tych mechanizméw moga powodowa¢ hipoglikemi¢ lub pogle-

bia¢ istniejace stany hipoglikemiczne.

12.2. Klasyfikacja stanow hipoglikemii

Tabela 12.1. Klasyfikacja kliniczna stanéw hipoglikemicznych

Rodzaj hipoglikemii | Przyczyna
Bez wspolistnieja- Insulinoma
cych chorob Celowe przyjecie lekéw hipoglikemizujacych

(insulina, pochodne sulfonylomocznika,

repaglinid itp.)
Leki, uzywki: alkohol etylowy, chinina
Efekt uboczny Cukrzyca: insulina, pochodne sulfonylomocznika, repaglinid
leczenia choréb (najczestsza przyczyna hipoglikemii)
Choroby autoimmunizacyjne: leki zawierajace grupy sul-
thydrylowe (captopril, carbimazol, D-pencillamina), hydra-
zyna, interferon-alfa, isoniazyd, prokainamid.
Choroby wymagajace leczenia: beta-blokerami, dysopirami-
demi w.w. lekami
Btedy w przepisywaniu, wydawaniu i przyjmowaniu lekow
Wywolana przez Przewlekta niewydolnos¢ nerek
rézne choroby Zastoinowa niewydolno$¢ serca
Cigzka niewydolno$¢ watroby
Endokrynopatie: panhipopituitaryzm, choroba Addison’a,
izolowane niedobory hormonu wzrostu lub hormonu adre-
nokortykotropowego, niedoczynno$¢ tarczycy
Sepsa
Anorexia nervosa lub gltodzenie
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Rodzaj hipoglikemii | Przyczyna

Choroby autoimmunizacyjne: tysienie plackowate, trombo-
cytopenia autoimmunologiczna, ch.Hashimoto, pierwotna
marskos¢ zolciowa, toczen trzewny uktadowy, zespot Sjor-
grena, ch. Graves-Basedov’a, reumatoidalne zapalenie sta-
wow, zapalenie wielomig$niowe.

Nowotwory pozawysepkowe: guzy tkanki tacznej (fibrobla-
stoma, wiokniaki, widkniako-migsaki, histiocytoma, mesote-
lioma rhabdomiosarcoma, guzy mezenhymalne przepony,
trzustki i otrzewne;j

Guzy pochodzenia nablonkowego: gruczolakoraki, raki
przewodu pokarmowego, pluc i stercza, hepatoma, guz
chromochlonny nadnerczy, guz Willmsa

Nowotwory uktadu krwiotwdrczego: przewlekta

biataczka mielocytarna, limfoma, szpiczak mnogi

Apudoma: rakowiaki

Choroby genetycznie uwarunkowane: niektore glikogenozy,
galaktozemia, nietolerancjafruktozy, choroba syropu klo-
nowego, tyrozynoza, kwasica propionianowa, defekty utle-
niania kwaséw  tluszczowych*, metabolizmu karnityny,
zespot Reye’a itp.

*Do bardzo rzadkich zespotéw niedoboru glukozy naleza wrodzone defekty transporte-
row glukozy. Wykryty pod koniec XX wieku niedobor transportera GLUT 1 w komor-
kach bariery krew-mozg powoduje cigzkie zaburzenia rozwojowe mozgu przy prawi-
dlowym stezeniu glukozy we krwi, lecz bardzo niskim jej stezeniu (25 mg/dL) w plynie
moézgowo-rdzeniowym. Prawidlowy poziom glukozy w ptynie moézgowo-rdzeniowym
odpowiada 2/3 jej stezenia we krwi.

12.3. Diagnostyka laboratoryjna hipoglikemii

Objawy kliniczne hipoglikemii pojawiaja si¢ przy poziomie glukozy w oso-
czu <45 mg/dL (<2.5 mmol/L); za krytyczne, wymagajace natychmiastowej
dozylnej infuzji glikozy uwaza si¢ jej stgzenie w osoczu <25 mg/dL (<1.3
mmol/L). Nalezy zaznaczy¢, ze wielu pacjentdw z wrodzonymi i przewlektymi
stanami hipoglikemicznymi dobrze znosi te niedobory.

Poziom glukozy we krwi nalezy do tzw. parametrow krytycznych spetniaja-
cych kluczowa rol¢ w diagnozowaniu przyczyn utraty przytomnosci u pacjentow
przyjmowanych na oddziaty ratunkowe. Dlatego tez glukometry powinny sta-
nowi¢ wyposazenie tych oddziatow. Ich sprawno$¢ techniczna powinna by¢
utrzymywana przez zespot szpitalnego laboratorium, do ktérego obowiazkow
nalezy réwniez odpowiednie szkolenie personelu medycznego. Wykonanie ba-
dania przyldzkowego nie zwalnia od pdzniejszej weryfikacji wyniku w laborato-
rium w trybie pilnym.

Wykonanie oznaczenia glukozy ulatwia rozpoznanie przyczyn utraty przy-
tomnos$ci wg schematu ,,COMA” (tab. 12.2).
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Tabela 12.2. Glikemia a rozpoznanie réznicowe standw utraty przytomnosci

Przyczyna Postepowanie diagnostyczne

Cerebral Badanie fizykalne i obrazowe. Przewlekta hipoglikemia moze
by¢ przyczyna padaczki, zmian ogniskowych i neurodegenera-
cyjnych w mézgu.

Overdose Badanie fizykalne i pomiar st¢zenia narkotykoéw i innych zwiaz-
kow toksycznych we krwi i w moczu.
Metabolic Spiaczka hiperglikemiczna lub hipoglikemiczna glownie u nie-

mowlat w przebiegu cukrzycy: u niemowlat i dzieci, choroby
genetycznie uwarunkowane (tab.12.1)

Alcohol Wysoki poziom etanolu we krwi nie wyklucza wspoélistniejacej
hipoglikemii jako przyczyny poglebiajacej ten stan.

Najczgstsza przyczyna hipoglikemii wsrod dorostych jest celowe badz przy-
padkowe przedawkowanie insuliny i/lub doustnych lekow hipoglikemizujacych
przy leczeniu cukrzycy (patrz rozdziat 11.7). W przypadku celowego podawania
nadmiernych dawek insuliny konieczne jest wykonanie jednoczesnego oznacza-
nia C-peptydu i insuliny w surowicy, stwierdza si¢ wowczas hiperinsulinemig
przy nieodpowiednio niskim poziomie C-peptydu.

12.3.1. Hipoglikemie w pediatrii

W pediatrii cigzka hipoglikemia, wywotana przedawkowaniem insuliny jest
przyczyna 4% zgonow wsrod dzieci chorych na cukrzycg. Czgstos¢ wystepowa-
nia hipoglikemii w$rod noworodkow z prawidlowa waga urodzeniowa wynosi
0.5%. U wczesniakoOw czesto$¢ tych incydentow jest wigksza. Szczegodlna
sktonnos$¢ dzieci do wystepowania hipoglikemii wynika z 3 razy szybszego niz u
dorostych metabolizmu glukozy w stanie potrawiennym. Sprzyja temu rowniez
mata masa mig¢$niowa oraz niski poziom glukagonu we krwi.

Jedna z przyczyn hipoglikemii u noworodkow jest przejsciowy hiperinsuli-
nizm spowodowany zle kontrolowana cukrzyca typu 1 u matki. Kilkadziesiat
choréb genetycznie uwarunkowanych moze powodowaé trwata hipoglikemig
(tab. 12.1). Jedna z takich choréb jest rzadki (1:100.000 urodzen) niedoboér de-
hydrogenazy diugo tancuchowych 3-hydroksyacylo-CoA, ktéry wystepuje z
duza czestoscia (1:16.000 urodzen) w populacji kaszubskiej. U dzieci dotknig-
tych ta wada wystepuje hipoglikemia potrawienna, prowadzaca szybko do
$miertelnych uszkodzen moézgu i migénia sercowego. Mozna temu zapobiec
poprzez regularne, czgste, bogate w glukozg positki, ktore utrzymuja jej stezenie
na poziomie 11 mmol/L.
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12.3.2. Hipoglikemia nowotworowa

Jest zwiazana z tagodnymi wyspiakami komodrek-beta trzustki (Insulinoma)
lub z guzami pochodzenia mezenhymalnego zwykle rozwijajacymi si¢ poza-
otrzewnowo (tab. 12.1) W pierwszym przypadku hipoglikemia powstaje w wy-
niku niekontrolowanego, niezaleznego od poziomu glikemii wydzielania insuli-
ny. Guzy te sa rzadkie; zachorowalno$¢ na nie wynosi 4 przypadki na milion. W
stanie potrawiennym stosunek poziomu insuliny (U/mL) do glukozy w osoczu
(mg/dL) jest >0.3. Podwyzszony jest rowniez poziom peptydu C. Guzy moga
wydziela¢ insuling okresowo. Wowczas w celu wykrycia hiperinsulinemii stosu-
je sig test prowokacji 72 godzinnym glodzeniem, ktory w przypadku insulinoma
moze spowodowac paradoksalny wyrzut insuliny.

W przypadku guzoéw poza wysepkowych hipoglikemie powoduja peptydy o
budowie zupetie roéznej od insuliny, nie reagujace z przeciwcialami przeciw
insulinie. Guzy te najczgsciej wydzielaja niekompletnie uformowany insulino-
podobny czynnik wzrostu-2 (IGF-2). U tych chorych na czczo przy istniejacej
hipoglikemii poziom insuliny jest niski, a stosunek [insulina]/[glukoza] <O0.3.
Peptyd ten hamuje wydzielanie hormony wzrostu oraz insuliny i C-peptydu.

12.3.3. Hipoglikemia alkoholowa

Najwazniejszym czynnikiem powodujacym hipoglikemi¢ po spozyciu etano-
lu jest zahamowanie przez ten zwiazek, wystepujacej w okresie potrawiennym,
glukoneogenezy. Jest to spowodowane wzrostem stezenia NADH w watrobie
wskutek utleniania etanolu przez dehydrogenazy alkoholowa i aldehydowa. Wy-
stgpuje ona najczesciej u ludzi miedzy 20-40 rokiem zycia, w okresie 6-36 godz
po spozyciu $rednio-duzych do duzych dawek etanolu. U dzieci moze wystapic
nawet po spozyciu matych dawek etanolu. Glikemia jest zwykle ponizej 2.2
mmol/L z towarzyszaca kwasica mleczanowa i ketonowa (gléwnie z nagroma-
dzenia beta-hydroksymaslanu) wskutek wysokiego stezenia tkankowego NADH.
Hipoglikemia moze by¢ glgboka u alkoholikow z marskos$cia watroby. Alkohol
znacznie nasila réwniez hipoglikemizujacy efekt insuliny prowadzac do fatal-
nych nastepstw. Interakcja alkoholu z pochodnymi sulfonylomocznika jest stab-
sza.

12.3.4. Inne przypadki hipoglikemii

Szereg chorob (tab. 12.1) moze u czesci pacjentow wywotywaé stany hipo-
glikemii. Stanowia one wowczas element sktadowy innych zmian parametréw
laboratoryjnych stuzacych rozpoznaniu konkretnej choroby. Dla przyktadu w
zaawansowanej marskosci watroby hipoglikemia potrawienna bgdzie kojarzyta
si¢ z hiperbilirubinemia, hipoalbuminemia, hipergammaproteinemia, wydtuze-
niem czasu protrombinowego oraz deficytem szeregu biatek uktadu krzepnigcia.
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13. DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Tadeusz Pawelczyk

Poznanie sekwencji ludzkiego genomu oraz staty rozwoj metod analizy kwa-
sow nukleinowych powoduja, ze diagnostyka molekularna jest najbardziej dy-
namicznie rozwijajaca si¢ dziedzing medycyny laboratoryjnej. Obecnie techniki
biologii molekuklarnej wykorzystywane sa do diagnostyki chorob dziedzicz-
nych, niektérych choréb nowotworowych, choréb infekcyjnych, monitorowania
terapii czy analizy $ladow biologicznych w ponad 1000 réznych testach gene-
tycznych.

13.1. Podstawowe metody analizy kwaséw nukleinowych

Osiagnigcie odpowiedniej czutosci poza specyficznoscia jest jednym
z kluczowych czynnikow w aplikacjach klinicznych analizy kwaséw nukleino-
wych. W tym celu stosuje si¢ rozne techniki amplifikacji, ktore pozwalaja
zwigkszy¢ ilo§¢ analizowanego materiatu, badZ prowadza do zwigkszenia sygna-
hu odpowiedniej sondy.

13.1.1. Reakcja taricuchowa polimerazy (PCR)

Obecnie najczesciej stosowana technika pozwalajaca w relatywnie krotkim
czasie zwigkszy¢ ilo$¢ materiatu do badania (DNA lub cDNA) jest reakcja tan-
cuchowa polimerazy. W metodzie tej analizowany fragment DNA zostaje wie-
lokrotnie syntetyzowany przez polimerazg¢ DNA w odpowiednim roztworze
buforowym zawierajacym parg starterow i deoksynukleotydy. Niezbgdnym wa-
runkiem do zastosowania tej metody jest znajomo$¢ sekwencji potozonych na
obu koncach analizowanego fragmentu DNA, ktora umozliwia zaprojektowanie
oligonukleotydowych starteréw. Sekwencja jednego z tych oligonukleotydow
jest komlementarna do poczatkowego fragmentu, a drugiego do koncowego
fragmentu powielanego odcinka DNA (ryc. 13.1). Oligonukleotydowe startery
po hybrydyzacji do odpowiednich nici DNA stanowia miejce przytaczenia poli-
merazy DNA, ktora syntetyzuje nowa ni¢ DNA na odcinku lezacym migdzy
dwoma starterami. Z uwagi na to, iz DNA tworzy dwuniciowa struktur¢ nie-
zbedne jest rozdzielenie obydwu nici tak, aby startery mogly hybrydyzowaé
z odpowiednimi sekwencjami. W tym celu DNA poddaje si¢ denaturacji ter-
micznej. Podczas ochladzania mieszaniny reakcyjnej nast¢puje hybrydyzacja
starterOw 1 synteza brakujacej nici DNA. Z uwagi na wysokie temperatury sto-
sowane podczas tej metody do reakcji stosuje si¢ polimerazy DNA wyizolowane
z bakterii termofilnych zachowujacych aktywnos$¢ w wysokich temperaturach.
Reakcja PCR prowadzona jest w urzadzeniach umozliwiajacych precyzyjne i
szybkie zmiany temperatury mieszaniny reakcyjnej. Typowa reakcja PCR sktada
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si¢ z 25-35 cykli temperaturowych. Jeden cykl temperaturowy sklada si¢ z
trzech kilkunastosekundowych etapow. W pierwszym etapie temperatura wzra-
sta do 95°C i nastepuje denaturacja DNA.

| I [

Denaturacja
95 °C b
Przylaczanie ke
starterow I I I I I
soescc | |l I | I I
N ~ b
Wydtuzanie I I I l I\I \ I \ I
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Ryc. 13.1. Schemat tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Kolorem czarnym oznaczo-
no genomowe DNA, a kolorem szarym powstajace fragmenty DNA. Pierwszy fragment
DNA o zadanej wielkosci powstaje w drugim cyklu reakcji, a od 3 cyklu dochodzi do
jego amplifikacji. Ilo§¢ tych fragmentéw DNA w kazdym kolejnym cyklu reakcji ulega
podwojeniu. Podczas reakcji PCR powstaje rowniez niewielka ilo$¢ fragmentow diuz-
szych ograniczonych z jednej strony sekwencja startera tak jak to ma miejsce w cyklu
pierwszym (odcinki zakonczone poétgrotem). Dla przejrzystosci schematu powstawanie
tych fragmentow pokazane jest tylko dla cyklu 11 2.

W drugim etapie temperatura zostaje obnizona do 50-65°C (zaleznie od se-
kwecji starterow) i nastgpuje przytaczanie starterow. W trzecim etapie w tempe-
raturze 72 °C nastgpuje wydtuzanie nici DNA. Jezeli wydajno$é¢ kazdego cyklu
jest optymalna to ilo$¢ amplifikowanej sekwencji ulega podwojeniu. Przy 30
cyklach otrzymuje si¢ zatem ~10’ kopii amplifikowanego fragmentu DNA.
Trzeba pamigtac, ze wyktadniczy przyrost produktu reakcji ma miejsce tylko do
pewnego momentu po ktdorym osiaga plateau (35-40 cykli).

Reakcje PCR mozna rowniez wykorzysta¢ do powielania fragmentow RNA
po uprzednim przeksztalceniu do cDNA w rekcji z udzialem odwrotnej tran-
skryptazy. Niektdre termostabilne polimerazy DNA (polimeraza Tth) posiadaja
rowniez aktywno$¢ odwrotnej transkryptazy dlatego mozliwe jest przeprowa-
dzenie w jednej probéwce obydwu reakcji. Poza amplifikacja materiatu na kto-
rym prowadzi si¢ dalsze analizy reakcja PCR jest rowniez wykorzystywana jako
narzedzie analityczne. Ze wzgledu na duza czutos¢ reakcje PCR stosuje si¢ do
identyfikacji patogennych mikroorganizméw oraz do wykrywania niektorych
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mutacji. Przy zastosowaniu odpowiednich starterow stosunkowo latwo i
z wystaczajaca czuloécia reakcj¢ PCR mozna wykorzysta¢ do wykrywania
obecnosci genow fuzyjnych. Przyktadem takiej analizy jest wykrywanie genu
fuzyjnego BCR-ABL u pacjentéw z przewlekla biataczka szpikowa. Wada metod
opartych na klasycznej reakcji PCR jest mozliwo$¢ otrzymania tylko wyniku
jakosciowego. Ponadto w niektorych przypadkach ze wzgledu na sekwencjg
analizowanego fragmentu DNA nie ma mozliwosci zaprojektowania wystarcza-
jaco specyficznych starteréw, co eliminuje zastosowanie tej techniki analizy.

13.1.2. PCR w czasie rzeczywistym

Niektore mankamenty klasycznej reakcji PCR zostaty wyeliminowane przez
zastosowanie nowej generacji sprzgtu, ktory pozwala na monitorowanie przebie-
gu reakcji w czasie rzeczywistym. Ponadto zastosownie techniki PCR w czasie
rzeczywistym bardzo upraszcza analiz¢ poprzez eliminacj¢ niektorych etapow
niezbednych w przypadku klasycznej reakcji PCR (elektroforetyczny rozdziat
produktdéw) oraz skrocenie czasu samej reakcji (30-40 minut). Najwigksza zaleta
tego typu analizy jest mozliwos$¢ okre$lenia wyjsciowej ilosci powielanej matry-
cy, a co za tym idzie uzyskanie wynikow ilosciowych. Dlatego PCR w czasie
rzeczywistym moze by¢ wykorzystywany w monitorowaniu skutecznosci zasto-
sowanej terapii, ktora polega na eliminacji komorek zawierajacych zmieniony
material genetyczny badz ma na celu zniszczenie patogennych mikroorgani-
zmow. Urzadzenia do PCR w czasie rzeczywistym posiadaja zrodlo swiatta o
odpowiedniej dtugosci fali za pomoca ktorego wzbudzona zostaje fluorecencja
odpowiedniej sondy oraz detektor, ktory odczytuje ta fluorescencjg. Odpowiedni
program komputerowy steruje praca urzadzenia i przetwarza dane. Mieszanina
reakcyjna poza komponentami obecnymi w klasycznym PCR zawiera dodatko-
wo zwiazek, ktory emituje fluorescencje po zwiazaniu si¢ z syntetyzowanym
DNA. W ten sposob przyrostowi ilosci DNA towarzyszy wzrost fluorescencji.
W PCR w czasie rzeczywistym stosowane sa rowniez bardziej wyrafinowane
sondy oligonukleotydowe, ktore emituja $wiatto po zwiazaniu si¢ z DNA (ryc.
13.2). Sondy te moga by¢ tak dobrane, ze hybrydyzuja do $cisle okreslonych
sekwencji np. miejsca z mutacja. W takim przypadku brak mutacji w analizowa-
nym materiale bedzie si¢ manifestowal brakiem $wiecenia. Aparaty do PCR w
czasie rzeczywistym wyposazone sa w zrodta emitujace $wiatto o roznych dhu-
gosciach fali dlatego mozliwe jest stosowanie w jednej probowce reakcyjnej
kilku sond rozpoznajacych ré6zne mutacje. Mozna rowniez amplifikowa¢ jedno-
cze$nie kilka roznych sekwencji DNA stosujac kilka par starterow. Inng zaleta
PCR w czasie rzeczywistym jest mozliwo$ci wykrywania nieznanych mutacji.
Jest to mozliwe dzigki ciaglemu pomiarowi temperatury topnienia syntetyzowa-
nego fragmentu DNA. Zmiana nawet jednej zasady powoduje zmiang tempera-
tury, w ktorej podwojna ni¢ dysocjuje (ryc. 13.3). Analizujac otrzymane wyniki
mozna stwierdzi¢, czy dany material pochodzi od osoby z mutacja w jednym czy
dwu allelach.
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Ryc. 13.2 Przyktad systemow detekcji stosowanych w PCR w czasie rzeczywistym. A,
zwiazek SYBR Green ma powinowactwo do sparowanych zasad. Po zwiazaniu si¢ do
podwojnej nici DNA pod wplywem $wiatta o odpowiedniej dtugosci fali ulega wzbu-
dzeniu emitujac fluorescencje. Ilo§¢ emitowanej fluorescencji jest proporcjonalna do
ilosci zwiazanego barwnika i do ilosci amplifikowanego DNA. B, system detekcji
z wykorzystaniem zjawiska rezonansowe przeniesienia energii fluorescencji (FRET). W
uktadzie tym znajduja si¢ dwie sondy, z ktérych jedna zawiera czasteczke (donor) zdol-
na przekaza¢ energi¢ wzbudzenia na inng czasteczke (akceptor) znajdujaca si¢ na drugiej
sondzie bez emisji $Swiatta (fotonu). Aby zjawisko FRET zaszto obie czasteczki musza
znalez¢ si¢ odpowiednio blisko siebie co zachodzi tylko wtedy gdy obie sondy sa kom-
plementarne do badanej sekwencji. Zmiana jednej zasady w obrgbie miejsca kontaktu
obu sond uniemozliwia transfer energi i czasteczka akceptora nie zostaje wzbudzona do
$wiecenia. C, system detekcji z wykorzystaniem sond oligonukleotydowych tak zapro-
jektowanych, ze w formie niezwiazanej z DNA przyjmuja ksztatt spinki. Sondy te na
jednym koncu zawieraja czasteczke wzbudzajaca oraz fluorochrom, a na drugim koncu
czasteczke wygaszacza. W formie niezwiazanej z DNA wygaszacz i wzbudzacz znajduja
si¢ blisko siebie uniemozliwiajac wzbudzenie fluorescencji. Dzigki odpowiedniej energi
parowania zasad w sondzie, moze ona zmieni¢ swoja konformacj¢ jedynie w przypadku
hybrydyzacji z 100% komplementarna sekwencja co skutkuje emisja fluorescencji. Ze
wzgledy na duza specyficzno$¢ hybrydyzacji sondy tego typu nadaja si¢ do wykrywania
polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNP)

wygaszacz
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Poza PCR istnieje szereg innych technik powielania fragmentéw kwasow
nukleinowych takich jak: tancuchowa reakcja ligazy (LCR), system amplifikacji
zuzyciem odwrotnej traskryptazy i RNA polimerazy (TAS), amplifikacja
z przemieszczeniem nici (SDA) oraz wiele innych, lecz zadna z tych technik nie
znalazta dotychczas tak powszechnego zastosowania jak reakcja PCR.

_dE/dT A —— homozygota dziki
~——— heterozygota

homozygota mutant

L
-

Tp Temperatura

Ryc. 13.3 Analiza amplifikowanego produktu za pomoca temperatury topnienia (Tp) w
aparacie do PCR w czasie rzeczywistym

13.1.3.Sekwencjonowanie DNA

Szereg chordb zwiazanych jest z wystegpowaniem kilku réznych mutacji w
obrgbie jednego genu lub sa to mutacje dotad nieznane. Technika z wyboru wy-
korzystywana do wykrywania nieznanych mutacji jest sekwencjonowanie catego
genu lub fragmentow kodujacych (eksony). Stosowana obecnie w laboratoriach
analitycznych metoda sekwencjonowania oparta jest na metodzie Sangera przy
zastosowaniu zautomatyzowanych procedur, opartych na fluorescencyjnym zna-
kowaniu DNA i odpowiednich systemach detekcji. W metodzie tej analizowany
fragment DNA zostaje powielony technika PCR z zastosowaniem dideoksynu-
kleozydotrifosforanow (ddNTP) znakowanych fluoroforem. Dideoksynukleoty-
dy stanowia tylko niewielki procent st¢zenia deoksynukleotydow i stuza jako
znaczniki. Kazdy z ddNTP jest znakowany zwiazkiem emitujacym $wiatto flu-
orescencyjne o innym kolorze. W momencie wbudowania ddNTP wydtuzanie
nici DNA zostaje zatrzymane, co w efekcie powoduje powstanie mieszaniny
roznej dhugosci fragmentéw zakonczonych zwigzkiem emitujacym $wiatlo o
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kolorze przypisanym konkretnej zasadzie. | tak wszystkie tancuchy zakonczone
wbudowaniem ddATP beda $§wiecity np. kolorem niebieskim, ddGTP na zoétto,
ddTTP na czerwono, a ddCTP na zielono. Nastgpnie fragmenty te rozdzielane sa
elektroforetycznie w kapilarach sekwencyjnych. Szybkos¢ migracji zsyntetyzo-
wanych fragmentow zalezy od wielkosci w taki sposob, Zze najszybciej migruje
fragment najkrotszy. Rozdzielane fragmenty przechodzac przez kapilarg trafiajq
na wiazke $wiatla laserowego, ktora wzbudza $wiecenie fluoroforu, a detektor
odczytuje kolor $wiatta (ryc. 13.4). Program komputerowy przypisuje kazdemu
kolorowi odpowiedni nukleotyd i przedstawia sekwencj¢ analizowanego frag-
mentu w postaci szeregu kolorowych pikow opisanych symbolem nukleotydu.

ddATP & ddGTP @ ddCTP 3 ddTTP A
— -@ —i
—e —9 t_* o ERY cztery odrebne
— e — 9 —% —_— reakcje PCR

(o

elektroforeza

kapilarna CGAGACATT ...

IFER RN Y

detektor
fluorescencji

Ryc. 13.4. Zasada zautomatyzowanego sekwencjonowania DNA oparta na metodzie
Sangera. Sekwencjonowany fragment DNA poddany jest amplifikacji w zmodyfikowa-
nej reakcji PCR. Mieszanina reakcyjna zawiera niewielka ilo§¢ dideoksy nukleotydow
(ddNT). Jednoczes$nie prowadzone sa cztery odrgbne reakcje zawierajace po jednym
rodzaju znakowanego ddNT. Produkty tych reakcji sa taczone i poddane elektroforezie
kapilarne;j.

Inna metoda sekwencjonowania stosowana do analizy duzej liczby krotkich
fragnentow DNA jest pirosekwencjonowanie. W metodzie tej poza oligonukle-
otydowym starterem hybrydyzujacym do pojedynczej nici DNA w $rodowisku
reakcyjnym obecne sa polimeraza DNA, sulfurylaza ATP, lucyferaza, apyraza
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oraz lucyferyna i adenozynofosfosiarczan (APS). Deoksynukleotydy dodawane
sa do mieszaniny reakcyjnej pojedynczo. Jezeli dodany nukleotyd nie jest kom-
plementarny i nie moze zosta¢ wbudowany zostaje zdegradowany przez apyrazg
do monofosforanu. Wbudowaniu deoksynukleotydu w powstajaca ni¢ DNA
towarzyszy uwolnienie pirofosforanu (PPi), ktory przy udziale APS jest prze-
mieniany do ATP przez sulfurylazg ATP. Powstajacy ATP zuzywany jest w
reakcji utlenienia lucyferyny do oksolucyferyny czemu towarzyszy emisja $wia-
tha (ryc. 13.5). llos¢ kwantow emitowanego Swiatla jest proporcjonalna do ilo$ci
wbudowanego deoksynukleotydu. Caly proces jest catkowicie zautomatyzowa-
ny, a w aparacie jednocze$nie w sposob niezalezny moze by¢ analizowane kil-
kadziesiat probek.

dNT o

stgnium]]’_pnllmemza DNA
DNA

R

sulfurylaza

PPi + APS = ATP -

lucyferaza
lucyferyna + ATP .v_.. oksolucyferyna + hv 7

oznaczona sekwencja

C-AAG - C-GT..

XM

CGAGACTGT...
kolejnod dodawania dNT

Ryc. 13.5. Zasada pirosekwencjonowania DNA. Do sekwencjonowania uzywa si¢ jed-
noniciowych fragmentow DNA. Do mieszaniny reakcyjnej dodawane sa deoksynukle-
otydy (dNT) pojedynczo. Po zakonczeniu wszytkich etapow zaznaczonych szarym po-
lem dodawany jest kolejny rodzaj nukleotydu i wszystkie etapy sa powtarzane. Operacje
dodawania kolejnych nukleotydow prowadzi sig tyle razy ile zasad liczy analizowany
fragment DNA. Kiedy w sekwencji DNA zdarzaja si¢ takie same zasady dodany dNT
wbudowywany jest w obie pozycje z wytworzeniem podwojnej porcji kwantu $wiatta
(hv), a na koncowym wyniku obserwuje si¢ pik podwojnej wysokosci.

Pirosekwencjonowanie stosowane jest do wykrywania mutacji i polimorfi-
zmdéw pojedynczego nukleotydy (SNP), genotypowania wiruséw i bakterii oraz
badaniach mitochondrialnego DNA.
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13.1.4. Mapowanie restrykcyjne

Wiele z obecnie stosowanych metod analizy DNA wykorzystuje enzymy re-
strykcyjne. Enzymy tnace DNA (endonukleazy) izoluje si¢ z bakterii. Dotych-
czas opisano ponad 400 r6znych endonukleaz. Poszczegoélne nukleazy rozpozna-
ja swoiste sekwencje 4-8 nukleotydéw w obrebie ktorych przecinaja DNA. Dany
fragment DNA mozna scharakteryzowaé za pomocg rozmieszczenia miejsc roz-
poznawanych przez jeden lub kilka enzymow restrykcyjnych. Rozmieszczenie
tych miejsc tworzy tzw. mape restrykcyjna. Jezeli w wyniku mutacji dojdzie w
jakim$ obszarze DNA do zaniku lub utworzenia miejsca restrykcyjnego to po
trawieniu tego fragmentu DNA enzymami restrykcyjnymi i rozdziale elektrofo-
retycznym produktow trawienia obserwuje si¢ zmiany wielkosci trawionych
fragmentow.

W praktyce analizowany fragment DNA jest powielany w reakcji PCR, a na-
stepnie analizowany za pomoca enzymow restrykcyjnych. Jest to tania i stosun-
kowo prosta metoda analizy polimorfizmu DNA. Sekwencja DNA u poszcze-
gblnych os6b rozni si¢ co powoduje, ze dane migjsce restrykcyjne moze byc
obecne na jednym chromosomie, a moze go brakowaé na drugim. W takim
przypadku po trawieniu odpowiednia endonukleazg obserwuje si¢ rdzne dtugo-
sci fragmentow restrykeyjnych (polimorfizm dhugosci fragmentow restrykcyj-
nych, RFLP). Metoda PCR/RFLP wykorzystywana jest w badaniach przesie-
wowych, przy wykrywaniu okreslonych mutacji i zmian polimorficznych se-
kwencji mikrosatelitarnych.

13.1.5. Hybrydyzacja metodq Southerna

Stosowanie sond hybrydyzujacych z wybrana sekwencja DNA jest jedna
najstarszych metod badania DNA i nadal niezastapiona w niektorych analizach
zwlaszcza w diagnostyce chorob dzidzicznych warunkowanych zmianami ilo$ci
powtorzen okreslonych sekwencji trinukleotydowych, np. w chorobie Hunting-
tona, zespole famliwego chromosomu X czy dystrofii miotoniczne;.

Analiza polega na trawieniu wyizolowanego DNA jednym lub kilkoma en-
zymami restrykcyjnymi i rozdziale otrzymanych fragmentéw DNA za pomoca
elektroforezy w zZelu agarozowym. Nastepnie rozdzielone fragmenty przenoszo-
ne sa na btong nylonowa lub nitrocelulozowa i poddane alkalicznej denaturacji
(dysocjacja podwojnej nici DNA). Tak spreparowane DNA jest poddane dziata-
niu podwyzszonej temperatury (~80°C) lub eksponowane na promieniowanie
UV, co powoduje trwate zwigzanie nici DNA z blona. Nastgpnie blona jest in-
kubowana z roztworem zawierajacym sond¢ oligonukleotydowa komplementar-
na do badanej sekwencji. Sonda jest wyznakowana za pomoca **P co umozliwia
otrzymanie obrazu na kliszy rentgenowskiej (ryc. 13.6). Metoda wypierajaca
pomatu analizy oparte o hybrydyzacje Southerna jest zalezna od ligacji multi-
pleksowa amplifikacja sond (MLPA). Technika ta polega na ligacji specyficz-
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nych sond i ich amplifikacji. Metoda ta pozwala na oceng liczby kopii eksonow,
identyfikacje¢ delecji lub duplikacji fragmentow genow.

genomowe DNA trawienie enzymami elektroforeza transfer na filtr
restrykeyjnymi @
/%%
( 'S sondy
- Ut
wywotanie hybrydyzacja

sygnatu sondy

Ryc. 13.6 Zasada hybrydyzacji Southerna. Sondy uzyte do hybrydyzacji moga by¢ wy-
znakowane znacznikami fluorescencyjnymi lub radioaktywnymi najczeéciej **P

13.2. Techniki stosowane w badaniach przesiewowych

Wiele procedur wstgpnej oceny czy w badanym materiale genetycznym
obecne sa zmiany w sekwencji nukleotydowej bazuje na obserwacji ruchliwos$ci
elektroforetycznej analizowanych fragmentow kwasow nukleinowych i porow-
naniu jej z ruchliwo$cia fragmentu wzorcowego o niezmienionej sekwencji nu-
kleotydowej. W tym celu stosuje si¢ rézne techniki elektroforetyczne. Wspol-
nym etapem tych analiz jest powielenie analizowanego fragmentu w reakcji
PCR. Amplifikowany fragment DNA jest nastgpnie poddany elektroforezie na
zelu poliakrylamidowym w warunkach pozwalajacych zachowaé natywna struk-
tur¢ DNA lub w warunkach denaturujacych.

Analiza za pomoca elektroforezy w gradiencie denaturujacym (DGGE) ba-
zuje na zaleznej od sktadu nukleotydowego zdolno$ci denaturacji DNA w gra-
diencie czynnika denaturujacego (temperatura, zwiazek chemiczny). Stgzenie
czynnika denaturujacego niezbedne do denaturacji catkowicie komplementar-
nych nici DNA jest inne, niz st¢zenie wymagane do denaturacji nici zawieraja-
cych niesparowane w wyniku wystapienia mutacji zasady.
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Elektroforeza w natywnych warunkach polega na wychwyceniu réznic w
szybko$ci migracji fragmentow DNA. Wystapienie mutacji powoduje, ze cza-
steczka DNA posiada niesparowane zasady i taki heterodupleks przyjmuje nieco
inna konformacje przestrzenna w poréwnaniu do homodupleksu (struktura dwu-
niciowa w petni komplementarna). Zazwyczaj wystapienie pojedynczej mutacji
jest wystarczajace do zaobserwowania zmiany w ruchliwosci elektroforetyczne;
na zelu poliakryloamidowym w natywnych warunkach.

Do stwierdzenia obecno$ci mutacji w okre§lonym fragmencie DNA wyko-
rzystuje si¢ rowniez badanie polimorfizmu konformacji jednoniciowego DNA
(SSCP). Metoda ta oparta jest na zmianie konformacji pojedynczej nici DNA w
wyniku mutacji co prowadzi do zmiany ruchliwosci elektroforetycznej w natyw-
nym zelu poliakrylamidowym.

W badaniach przesiewowych uzywane sa czasto enzymy restrykcyjne, gdyz
wystapienie mutacji moze prowadzi¢ do zaniku lub powstania nowego miejsca
cigcia. Do poszukiwania znanej mutacji o ktorej wiadomo, ze wpltywa na rodzaj
1 rozmieszczenie miejsc restrykcyjnych stosowana jest czesto metoda
PCR/RFLP. W metodzie tej po amplifikacji badanego fragmentu DNA trawi si¢
go okreslonym enzymem restrykcyjnym i wielko$¢ otrzymanych fragmentow
ocenia si¢ po rodziale elekroforetycznym. Odmiang tej metody jest technika
generowania nowego miejsca restrykcyjnego (RG-PCR) w oparciu o zmiany
bedace nastepstwem mutacji. W metodzie RG-PCR (ang. restriction-site genera-
ting PCR) amplifikuje si¢ badany fragment DNA ze starterem tak zaprojektowa-
nym aby w miejscu wystgpienia mutacji wygenerowac miejsce rozpoznawane
przez jeden z enzymow restrykcyjnych.

13.2.1. Mikromacierze DNA

Kazda komorka ludzka (z wyjatkiem komoérek pozbawionych jader) posiada
kompletny material genetyczny, lecz nie wszystkie geny ulegaja ekspresji w
kazdej komorce. Ponadto poziom ekspresji gendw zalezy od wielu czynnikéw o
charakterze ogdlnoustrojowym lub lokalnym. Od dawna wiadomo, Ze stan meta-
boliczny czy dziatanie czynnikow wzrostu zmieniaja poziom ekspresji pewnych
grup gendéw. Bodzce odbierane przez komorke w stanach chorobowych ulegaja
zmianom co prowadzi réwniez do zmian w poziomie ekspresji gendéw. Kom-
pleksowa obserwacja poziomu ekspresji duzej grupy genéw moze zatem postu-
zy¢ do wyodrgbnienia zmian charakterystycznych dla konkretnego stanu patolo-
gicznego. Obraz zmian w kilkunastu do kilkudziesigciu genach tworzy tzw. sy-
gnaturg danej jednostki chorobowej. Obecnie tego typu analizy maja zastosowa-
nie glownie w chorobach nowotworowych. W oparciu o obserwowane zmiany
mozna wyodrebni¢ pacjentow, u ktorych okreslona terapia okazuje si¢ skuteczna
jak 1 osoby, u ktérych nie odniesie skutku.

Technika pozwalajaca analizowa¢ zmiany w wielu genach jednoczesnie, jak
rowniez bada¢ poziom ekspresji duzych grup genow, sa mikromacierze DNA.
Mikromacierz jest to zbior fragmentdow DNA zwigzanych w sposob uporzadko-
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wany z podtozem (plytka szklana lub plastikowa). Obecnie wigkszo$¢ uzywa-
nych mikromacierzy zawiera sondy oligonukleotydowe komplementarne do
badanych sekwencji. [lo$¢ sond na jednej plytce rozni si¢ w zaleznosci od prze-
znaczenia. Mikromacierze o niskiej gestosci zawieraja od kilkudziesigciu do
kilkunastu tysiecy oligonukleotydéw umieszczonych na powierzchni kilku cm’.
Mikromacierze wysokiej ggstosci na powierzchni o zblizonej wielkosci zawiera-
ja kilkaset tysiecy do prawie dwoch milionéw sond. Badanie z wykorzystaniem
mikromacierzy sktada si¢ z kilku etapow (ryc. 13.7).
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Ryec. 13.7 Etapy analizy ekspresji grupy gendw za pomoca mikromacierzy DNA

W pierwszym etapie zostaje wyizolowany material genetyczny, ktory ma
by¢ analizowany. Nastepnie, w zaleznosci od rodzaju badania jest on odpowied-
nio preparowany. W przypadku badania poziomu ekspresji genow wyizolowane
RNA zostaje przeksztalcone w reakcji odwrotnej transkrypcji do cDNA. W re-
akcji tej stosowane sg nukleotydy wyznakowane znacznikiem fluorescencyjnym
$wiecacym okreslonym kolorem. Najczgsciej do wyznakowania materiatu wy-
izolowanego z tkanki patologicznej stosuje si¢ kolor czerwony. Do analizy po-
trzebny jest rowniez material referencyjny, czyli w tym przypadku cDNA po-
chodzace z takiej samej tkanki ale zdrowej, ktory zostaje wyznakowany np. ko-
lorem zielonym. Otrzymane dwie pule wyznakowanego cDNA zostaja zmiesza-
ne i poddane hybrydyzacji z mikromacierza. Nast¢pnie mikromacierz zostaje
odczytana w czytniku laserowym, a otrzymane dane przetworzone przez pro-
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gram komputerowy. Obraz z czytnika sktada si¢ ze zbioru kolorowych punktow.
Niektore sa zielone lub czerwone, a inne w kolorach posrednich. Punkty swieca-
ce na zielono oznaczaja sondy dla gendéw, ktorych ekspresja w tkance patolo-
gicznej jest obnizona, natomiast sondy $wiecace na czerwono wskazuja geny
ktorych ekspresja ulegta zwigkszeniu w stosunku do tkanki normalnej. Interpre-
tacja otrzymanych danych opiera si¢ na analizie prowadzonej z zastosowaniem
odpowiednich programow komputerowych.

Poza analiza ekspresji gend6w mikromacierze obecnie wykorzystywane sa do
genotypowania polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP), jednoczesnej
analizy duzej liczby mutacji punktowych oraz wykrywania mikrodelecji i mi-
kroduplikacji.

13.3. Postgpowanie z materialem do badan molekularnych

DNA jest czasteczka stosunkowo trwata, dlatego materiat biologiczny po-
brany do badan DNA nie wymaga specjalnych warunkéw przechowywania. W
zwiazku z tym, ze kazda komorka organizmu posiada taka sama informacjg ge-
netyczna najczgéciej] DNA do badan izolowany jest z leukocytow krwi obwodo-
wej. W tym celu kilka mililitrow krwi obwodowej pobiera si¢ do probowki za-
wierajacej EDTA o pH 8 i1 po szczelnym zamknigciu dobrze miesza. Nalezy
pamigtac, ze niektore zwiazki sa silnymi inhibitorami polimerazy DNA. Nalezy
do nich heparyna oraz hem, dlatego nalezy unika¢ hemolizy krwinek czerwo-
nych oraz stosowania heparyny jako antykoagulanta. Pelna krew mozna prze-
chowywaé¢ w temperaturze 4°C, lecz w okresie 48 godzin powinny zosta¢ z niej
wyizolowane leukocyty. Osad leukocytow, z ktorych izolowane jest DNA moz-
na przechowywa¢ w -80°C przez wiele miesigcy. W przypadku badan w kierun-
ku chorob dzidzicznych czgsta praktyka jest pobranie kropli krwi na bibule,
ktora po wysuszeniu moze by¢ przetrzymywana w temperaturze pokojowej
przez kilka dni. DNA do badan mozna rowniez izolowa¢ z materialu archiwal-
nego tj. tkanek przechowywanych w bloczkach parafinowych lub formalinie.
Specjalne $rodki ostroznosci nalezy zachowac¢ przy pobieraniu materiatu na ba-
dania wirusologiczne Iub bakteriologiczne. W takim przypadku materiat, ktorym
moze by¢ krew lub inne plyny ustrojowe nalezy pobiera¢ przy zachowaniu ste-
rylno$ci. Pobrany material w sterylnych pojemnikach musi by¢ przechowywany
w stanie zamrozonym. Ze wzglgdu na bardzo wysoka czuto$¢ reakcji PCR, ktora
coraz czesciej stanowi podstawowy element procedur analitycznych, nalezy
szczegblng uwage zwracaé na niebezpieczenstwo kontaminacji badanego mate-
riatu. Przy nieprzestrzeganiu odpowiednich procedur moze si¢ zdazy¢, ze zlusz-
czony naskorek obecny w drobinach kurzu moze by¢ zrodtem kontaminacji np.
wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV).

RNA jest czasteczka bardzo nietrwala, szybko ulegajaca degradacji dlatego
przy pobieraniu i przechowywaniu materiatu, z ktérego ma by¢ izolowane RNA
nalezy przestrzega¢ odpowiednich procedur. Nietrwatos¢ RNA w znacznej mie-
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rze wynika z podatnosci na degradacje przez RNazy. Enzymy te sa z kolei bar-
dzo trwalymi biatkami enzymatycznymi obecnymi powszechnie w naszym oto-
czeniu. Znajduje si¢ we wszystkich wydzielinach ustrojowych, dlatego pot
z ludzkich rak jest przyczyna obecnosci tego enzymu na meblach i naczyniach
laboratoryjnych. Aby zabezpieczy¢ RNA przed degradacja nalezy pobrang tkan-
ke zamrozi¢ w cieklym azocie. Przyjmuje sig, Ze material na badanie RNA po-
winien zosta¢ zamrozony w czasie 20 minut od pobrania. Wyjatkiem jest krew,
ktora mozna przechowywaé w 4°C prze okres 48 godzin. Najlepszym sposobem
przechowywania zamrozonej tkanki jest trzymanie jej w specjalnych pojemni-
kach z ciekltym azotem, lecz jest to klopotliwe i wymaga statych dostaw ciektego
azotu. W praktyce tkanki przeznaczone na badanie RNA przechowywane sa w -
80° C. Alternatywa dla mrozenia jest umieszczenie pobranego materialu w spe-
cjalnym ptynie zabezpieczajacym RNA przed degradacja. Zabezpieczong w ten
sposob tkanke mozna przechowywac¢ w temperaturze pokojowej przez kilka dni
lub w 4 °C przez kilka tygodni. Od strony finansowej jest to jednak rozwiazanie
znacznie kosztowniejsze w przypadku przechowywania duzych fragmentow
tkanki.

13.4. Wybrane zastosowania diagnostyki molekularnej w medycynie

Jak dotad diagnostyka molekularna najczgsciej stosowana jest w diagnostyce
chorob dziedziczych, niektorych choréb nowotworowych, chorob infekcyjnych,
w medycynie sadowej przy identyfikacji §ladow biologicznych i ustalaniu stop-
nia pokrewienstwa oraz w badaniach prognostycznych i monitorowaniu terapii.

Rozrosty nowotworowe uktadu kwiotwdrczego stanowia duza grupe choréb
o roznych objawach i rozmaitym przebiegu klinicznym stwarzajac duzy problem
diagnostyczny. Identyfikacja specyficznych zaburzen chromosomalnych wystg-
pujacych w pewnym procencie poszczegdlnych chorob przyczynia si¢ wybitnie
do lepszego zdiagnozowania i pozwala na optymalizacje terapii (tab. 13.1).
Translokacja t(9;22) prowadzaca do powstania tzw. chromosomu Filadelfia jest
cecha charakterystyczna przewleklej biataczki szpikowej (PBSz). Zmiang ta
wykrywa si¢ rowniez w pewnym procencie ostrych biataczek limfoblastycznych
(20-50% dorostych i 2-10% dzieci) oraz rzadko w zto§liwych chloniakach i
szpiczakach. Translokacja t(9;22) powoduje powstanie dwoch genow fuzyjnych,
z ktorych jeden BCR-ABL jest zlokalizowany na chromosomie 22 oraz genu
ABL-BCR zlokalizowanego na chromosomie 9. Gen BCR-4ABL koduje konstytu-
tywnie aktywna kinaze tyrozynowa, ktora determinuje rozrost komoérek biatacz-
kowych. Z uwagi na to, zZe istnieje kilka miejsc przetamania w obrebie genu ABL
i BCR mamy do czynienia z powstaniem roéznej wielko$ci transkryptow.
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Tabela 13.1. Niektére zmiany chromosomalne w biataczkach i chloniakach oraz ich
zwiazek z przebiegiem choroby

. Zmiana w Czestosc
Zmiana b Chorob Cechy : ania
chromosomalna obszatze oroba kliniczne WYSlepow
genu
chloniaki
t(14;18)(q32;q21) | BCL2/IGH choniak fagodny ~85%
grudkowy przebieg
t(2;18)(p12;q21) IGK/BCL2 chtoniak fagodny <5%
grudkowy przebieg
t(3;14)(q27;q32) BCL6/IGH chtoniak fagodny ~10%
grudkowy przebieg
t(11;14)(q13;q32) | BCLI/IGH chtoniak agresywny >90%
z komorek
plaszcza
t(11;18)(p21;q21) | API2Z/MLT chtoniak strefy | lagodny 50%
brzeznej przebieg
z komoérek B
t(8;14)(q24;932) MYC/IGH chtoniak bardzo ztosli- | 75%
Burkita wy
1(2;8)(p12;924) MYC/IGK chtoniak bardzo ztosli- | 15%
Burkita wy
1(8;22)(q24;q11) MYC/IGL chtoniak bardzo zlosli- | 10%
Burkita wy
t(3;14)(q27;q32) BCL6/IGH rozlany agresywny ~30%
chtoniak
z komorek B
bialaczki
%(9;22)(q34;q11) BCR/ABL przewlekta dobre 95%
biataczka rokowanie
szpikowa
%(9;22)(q34;q11) BCR/ABL pre-B stabe rokowa- | 5-2-%
ostra biataczka | nie
limfoblastyczna
t(1;19)(q23;p13) E2A/PBX pre-B staba 3-6%
ostra biataczka | odpowiedZ na
limfoblastyczna | antymetabolity
t(15;17)(q22;q21) | PML/RARA ostra biataczka koagulopatia, | 75 (75% w
szpikowa dobra ALL M3)
odpowiedz na
kwas retinowy
t(11;17)(q23;q21) | PLZF/RARA | ostra biataczka | koagulopatia, | ~1%
szpikowa staba
odpowiedz na
kwas retinowy
t(5;17)(q32;q21) NPM/RARA | ostra biataczka | koagulopatia, | ~1%
szpikowa staba odp. na
kwas retinowy
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Wykrywanie obecnosci tych transkryptow jest podstawa diagnostyki pacjen-
tow po przeszczepie szpiku kostnego. Obserwujac dynamike zmian ilosciowych
i jako$ciowych mozna wnioskowa¢ o remisji lub zagrozeniu wznowa. Przy czym
pod terminem remisja kryja si¢ trzy rozne stany: remisja hematologiczna, czyli
stan bez objawow klinicznych, remisja cytogenetyczna kiedy za pomoca metod
cytogenetycznych nie udaje sig¢ wykry¢ komorek zawierajacych chromosom
Filadelfia oraz remisja molekularna tj. stan, w ktéorym u pacjenta nie mozna wy-
kry¢ transkryptu fuzyjnego BCR-ABL. Metoda jakos$ciowa stosowana do wy-
krywania obecnosci transkryptu BCR-ABL jest reakcja gniazdowego PCR, ktora
pozwala z dostateczna czuto$cig wykry¢ jego obecnos¢ (ryc. 13.8). Metoda ilo-
sciowej oceny poziomu transkryptu BCR-ABL jest PCR w czasie rzeczywistym.
Analiza zmian ilo§ciowych jest pomocna w ocenie skutecznosci leczenia interfe-
ronem lub inhibitorem kinazy tyrozynowej (imatinib).

IZOLACIA mRNA

. 3

REAKCIA RT
mRNA BCR/ABL

5. BcReksen 2 | BCRekson 3 | ABLekson 2 | 3

abl-RT

1 |

OCZYSZCZENIE cDNA

. B

GNIAZDOWY PCR

cDNA BCR/ABL
B BCR gkson_2 BCR ekson 3 e 1

st ' 1, 2: pacjent BCR/ABL pozytywny
7: kontrola pozytywna (RNA K562)

Ryc. 13.8. Detekcja transkryptu genu fuzyjnego BCR-ABL u chorych z PBSz metoda
PCR gniazdowego. Analizowany fragment cDNA jest amplifikowany dwokrotnie, naj-
pier z para starterow bcr-1 1 abl-1 a nastgpnie z para starterow ber-2 1 abl-2. (*), u pa-
cjenta nr. 2 wida¢ obecno$¢ dwoch form transkryptu fuzyjnego BCR/ABL

W odroznieniu od nowotworow uktadu krwiotworczego, w nowotworach li-
tych przewaznie brak jest uznanych powszechnie korelacji miedzy okreslong
zmiang genetyczng a przebiegiem choroby. Tylko w niektorych nowotworach
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obserwuje si¢ zalezno$¢ miedzy wystapieniem konkretnej mutacji, a przebie-
giem choroby lecz sa to mniej liczne przypadki. Wykazano, ze zaburzenia w
obrgbie genu ERBB2 w raku sutka koreluja z naturg nowotworu. Gen ERBB?2
lezy na chromosomie 17 i koduje biatko recetorowe z rodziny receptorow dla
naskorkowego czynnika wzrostu (EGF). Biatko to nie posiada domeny wiazacej
ligand, lecz rozpoznaje inne receptory zwiazane z EGF tworzac heterodimery co
skutkuje wzmocnieniem sygnalu przekazywanego do komoérki. W 14% rakow
sutka obserwuje si¢ nadekspresj¢ ERBB2, a w 20% ma miejsce aplifikacja tego
genu. Wykazano, ze nadekspresja ERBB2 zwiazana jest z wigksza agresywno-
$cig nowotworu. Nowotwory z nadekspresja ERBB2 sa oporne na leczenie ta-
moxifenem, lecz poddaja sig terapii z trastuzumabem (Herceptin).

IZOLACIA DNA

. 1

OCZYSZCZENIE DNA
KOMPLEKSOWY PCR

* startery do fragmentu genu ERBB2

= startery do fragmentu genu TK

1 ELEKTROFOREZA

1 23 45 6 7*8

Ryc. 13.9. Detekcja amplifikacji ERBB2 za pomoca PCR kompleksowego. Dla uniknig-
cia wptywu poliplodii na wynik analizy gen referencyjny (7K) jest tak wybrany, aby
lezat na tym samym chromosomie co gen badany, w tym przypadku jest to chromosom
17. Oba fragmenty genow sa amplifikowane w tej samej proboéwce. Detekcja amplifika-
cji opiera si¢ na analizie densytometrycznej rodzielonych produktow PCR. Na prezen-
towanym przyktadzie amplifikacja ERBB? jest widoczna u pacjenta nr. 7

Z kolei wystapienie amplifikacji ERBB2 koreluje z przerzutami do regional-
nych wezlow chlonnych, krotszym przezyciem pacjentéw oraz obnizong odpo-
wiedzia na chemioterapi¢. Metoda referencyjna wykrywania nadekspresji i am-
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plifikacji ERBB2 jest PCR w czasie rzeczywistym. Analizg ilosci biatka ERBB2
w tkankach rakowych prowadzi si¢ réwniez metodami immunohistochemiczny-
mi. Stosunkowo tanig i prosta metoda przesiewowa wykrywania amplifikacji
ERBB? jest PCR kompleksowy z genem referencyjnym (ryc. 13.9).

Jedna z najczesciej wystepujacych mutacji w tkankach rakowych jest muta-
cja w kodonie 12 genu Ki-RAS. Jest to cecha charakterystyczna dla ~90% gru-
czolakorakow trzustki. Zmiany tej nie obserwuje si¢ w przewlektym zapaleniu
trzustki. Rowniez w raku jelita grubego mutacja Ki-RAS wystepuje szczegdlnie
czesto, bo wykrywa sig ja w ~35% przypadkéw. Obecnos¢ tej mutacji zwiazana
jest z gorszym rokowaniem. Do wykrywania mutacji Ki-RAS stuzy PCR w cza-
sie rzeczywistym lub metoda PCR/RFLP (ryc.13.10).

IZOLACIA DNA

. |

AMPLIFIKACIA Ki-RAS (157 pz)

.

TRAWIENIE ENZYMEM
RESTRYKCYINYM Mval

a1

PRAWIDLOWE DNA ZMUTOWANE DNA
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114 pe — 143 g
— 25 it A prawidtowy allel
— 1 2
— 14

Ryec. 13.10. Schemat analizy wystgpowania mutacji w kodonie 12 genu Ki-RAS metoda
RG-PCR. W przedstawionej metodzie fragment genu Ki-RAS amplifikowany jest ze
starterami zawierajacymi miejsce restrykcyjne dla enzymu Mval. W wyniku reakcji PCR
z DNA dzikim powstaje fragment DNA zawierajacy dwa miejsca cigcia dla enzymu
Mval. Wystapienie mutacji powoduje zanik jednego miejsca co po trawieniu enzymem
Mval objawia si¢ powstaniem dluzszego fragmentu DNA (143 pz). Fragmenty 29 pz i 14
pz ze wzgledu na maty rozmiar wychodza z zelu.

Dla wigkszosci chorob nowotworowych znacznie lepszym narzedziem dia-
gnostycznym od analizy pojedynczej zmiany genetycznej jest identyfikacja
zmian w wielu genach jednocze$nie. Analiza poziomu ekspresji grupy wybra-
nych gendéw za pomoca mikromacierzy DNA pozwala zebra¢ dane charakteryzu-
jace natur¢ nowotworu tzw. sygnaturg¢. Za pomocg sygnatury mozliwa jest pre-
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cyzyjna klasyfikacja rakow, okreslenie rokowania, oraz ocena prawdopodobnej
odpowiedzi na leczenie adjuwantowe. W chwili obecnej najbardziej rozwinigte
sa mikromacierze DNA dedykowane diagnostyce raka sutka. Okazuje sig, ze
analiza poziomu ekspresji 11 genow (CDHI, CTSB, BIRCS5, TP11, SPRYI,
ACYAIl4, TFAP2B, TSP-4, SSP-1, HLA-G, CHCI) pozwala rozr6zni¢ raki zrazi-
kowe od przewodowych. Ocena stopnia zaawansowania rakow sutka bazuje na
ocenie histologicznej indeksu mitotycznego, polimorfizmu jadra oraz stopnia
zroznicowania. Analizy takie sa w znacznej mierze subiektywne i moga si¢ 16z-
ni¢ w zaleznos$ci od doswiadczenia patologa. W obrgbie rakow $rednio zrdézni-
cowanych (G2) obserwuje sig¢ duzy odsetek przypadkow o niepomyslym prze-
biegu, lecz za pomoca analizy histologicznej grupy tej nie udaje si¢ wyodrebnic.
Pewny postgp w tej dziedzinie stanowia mikromacierze DNA za pomoca kto-
rych udato si¢ wyodrgbni¢ grupe genow (UBE2C, KPNA2, TPX2, FOXMI,
STK6, CCNA2, BIRCS5 i MYBLZ2), ktorych poziom ekspresji tworzy sygnaturg
pomocna w klasyfikacji rakow. Ponadto w oparciu o utworzony tzw. indeks
stopnia ekspresji genowej mozliwe stato si¢ wyodrgbnienie w grupie rakow G2
przypadkow o dobrym i niepomy$lnym rokowaniu w stosunku do ktérych nie-
zbedne jest wdrozenie leczenia adjuwantowego. Duzym osiagnigciem jest row-
niez identyfikacja grupy gendéw, ktorych analiza ekspresji pozwala na oceng
odpowiedzi na okres$lone leki. W najblizszych latach mozna spodziewac sig po-
jawienia nowych systemow diagnostyki nowotwordéw litych opartych o mikro-
macierze DNA.

Choroby genetyczne bedace nastgpstwem wzrostu liczby powtdrzen trinu-
kleotydowych (tab. 13.2) stanowia duzy problem diagnostyczny. W niektorych
przypadkach osoba nie wykazujaca objawow moze by¢ nosicielem zwigkszonej
liczby powtorzen tzw. premutacji, ktéra w nastgpnym pokoleniu moze prze-
ksztatci¢ si¢ w pelna mutacje. Sytuacje taka spotyka si¢ u 0sob z zespotem tam-
liwego chromosomu X (Fra X). Choroba ta rozwija si¢ w wyniku zwigkszenia
si¢ liczby powtorzen sekwencji CGG w obrebie genu FMRI lezacego na chro-
mosomie X. Prawidlowa liczba powtdérzen sekwencji CGG wynosi 6-50, lecz
nawet wzrost liczby powtorzen do 200 (premutacja) nie objawia si¢ cechami
klinicznymi petnej mutacji. Przeksztatcenie premutacji w pelna mutacj¢ nastgpu-
je wylacznie w trakcie rozwoju zarodka. Fra X dziedziczy si¢ jako cecha domi-
nujaca sprze¢zona z chromosomem X. Mg¢zczyzni majacy pelna mutacje wykazu-
ja cechy upos$ledzenia umystowego i sa nieptodni, natomiast kobiety nosiciel-
ki pelnej mutacja maja 50% ryzyko wystapienia objawow klinicznych o réoznym
natgzeniu. Do wykrywania zrdznicowanej liczby powtorzen sekwencji CGG
uzywa si¢ hybrydyzacji Southerna lub reakcji PCR z nukleotydami znakowany-
mi znacznikiem radioaktywnym lub fluorescencyjnym.

Choroba Huntingtona jest choroba degeneracyjna mozgu zwiazang
z wystapieniem zwigkszonej liczby powtorzen sekwencji CAG w obrebie genu
HD umiejscowionego na chromosomie 4. Choroba dziedziczona jest autosomal-
nie dominujaco. Prawidlowa liczba powtorzen CAG wynosi 0-26, natomiast
zmutowany allel zawiera 36-121 powtorzen tego trinukleotydu. Objawy klinicz-
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ne choroby z reguty wystepuja pozno w 40-50 roku zycia i manifestuja si¢ utrata
koordynacji funkcji ruchowych i zmianami psychicznymi. Bardzo czgsto osoby
chore przed wystagpieniem objawow maja juz potomstwo, ktorym przekazuja
mutacj¢. Testy diagnostyczne oparte na metodzie hybrydyzacji Southerna lub
reakcji PCR umozliwiaja wykrycie zwigkszonej liczby powtorzen CAG.

Tabela 13.2. Choroby rozwijajace si¢ w wyniku zwigkszonej liczby powtdrzen trinukle-
otydowych

Choroba Trinukleotyd | Prawidiowa | Mutacja Czestosé
liczba wystepowania

(CGGIn 52-500 5000

Dystrofia miotoniczna APK 19q13.2 (CTG)n -37 50-500 1:8000

Choroba Huntingtona 4pl6.3 (CAG)n 0-26 36- 1: 10000

Xql1-12 (CAG)n e 36-65 <1 : 50 000

Przedstawione powyzej przyklady zastosowan diagnostyki molekularnej sta-
nowig tylko niewielki wycinek dynamicznie rozwijajacej si¢ dziedziny analizy.
Ze wzgledu na ograniczono$¢ miejsca nie przedstawiono szeregu istotnych za-
stosowan metod biologii molekularnej w medycynie sadowe;j, diagnostyce cho-
rob infekcyjnych i inwazyjnych, chorobach mitochondrialnych czy farmakoge-
netyce. Pominigto rowniez aspekty etyczne stosowania testow genetycznych
zwlaszcza w przypadkach chordb dla ktorych nieznana jest skuteczna terapia. Po
te 1 inne zagadnienia odsytam czytelnikow do pismiennictwa uzupetniajacego.



