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POWITANIE

Szanowni Panstwo,

w imieniu Komitetu Naukowego i Komitetu Organizacyjnego mamy ogromna przyjemnos$¢ powitac Paristwa na
Il. Wroctawskim Spotkaniu Medycyny Laboratoryjnej. W ubiegtym roku obchodziliémy 70-lecie Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu i 40. rocznice utworzenia Oddziatu Analityki Medycznej. To bogate dziedzictwo,
zgodnie z misjg naszej Uczelni, zobowigzuje nas do profesjonalnego ksztatcenia specjalistycznych kadr
medycznych i farmaceutycznych oraz prowadzenia innowacyjnych badan naukowych w trosce o zdrowie i zycie
cztowieka.

Wychodzac naprzeciw powyiszym wyzwaniom, podjeliSmy sie organizacji niniejszej Konferencji,
w ktérej zaplanowalismy wyktady ekspertéw i szeroka dyskusje na temat postepéw diagnostycznych w dziedzinie
immunologii i alergologii, praktycznych aspektéw medycyny transplantacyjnej, a takze medycyny podrézy.
Czeka na Panstwa réwniez sesja warsztatowa, poswiecona diagnostyce laboratoryjnej w monitorowaniu zdrowia
reprodukcyjnego cztowieka.

WSsréd zaproszonych Gosci pragniemy goraco powitaé grono znakomitych ekspertéw, specjalistow
oraz wyktadowcéw z réinych dziedzin medycyny. Mamy nadzieje, ze przedstawiony program naukowy,
doniesienia zjazdowe oraz sesja warsztatowa sprostajg Pafstwa oczekiwaniom. Z tego miejsca pragniemy
wyrazi¢ serdeczne podziekowania wyktadowcom, autorom referatéw i doniesien zjazdowych oraz zaproszonym
gosciom za wsparcie merytoryczne dzisiejszego spotkania, cztonkom Komitetu Organizacyjnego za trud
i nieocenione zaangazowanie w organizacje Konferencji oraz uczestnikom za tak liczne uczestnictwo.

Gteboko wierzymy, ze udziat w dzisiejszym wydarzeniu naukowo-dydaktycznym bedzie skutkowat
pogtebieniem Panstwa wiedzy o nowe osiggniecia diagnostyki laboratoryjnej, wymiang mysli oraz nawigzaniem
nowych wspdtprac i kontaktéw. Mamy nadzieje, iz Wroctawskie Spotkania Medycyny Laboratoryjnej,
jako wydarzenie cykliczne, beda sie cieszyé co najmniej takg popularnoscia, jak dzisiaj. Korzystajac z okazji,
pragniemy Panstwa serdecznie zaprosi¢ do udziatu w kolejnych spotkaniach.

Przewodniczaca Komitetu Naukowego Przewodniczgca Komitetu Organizacyjnego

dr hab. Iwona Bil-Lula dr Anna Krzywonos-Zawadzka
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PROGRAM KONFERENCII

9.00-9.10 Otwarcie konferencji

9.10-9.40 Wyktad inauguracyjny: Diagnosta Laboratoryjny we wspdétczesnym systemie opieki zdrowotnej okiem
Prezes Krajowej Rady Diagnostédw Laboratoryjnych
mgr Alina Niewiadomska, Prezes Krajowej Rady Diagnostéw Laboratoryjnych

SESJA |

Przewodniczaca sesji: dr hab. Marita Nittner-Marszalska, prof. uczelni

09.45-10.20

dr hab. Maciej Kupczyk, prof. uczelni

Klinika Chorob Wewnetrznych, Astmy i Alergii, Uniwersytet Medyczny w todzi
10.20-11:00

prof. dr hab. n. med. Grazyna Czaja-Bulsa

Klinika Pediatrii, Gastrologii i Reumatologii Dzieciecej, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
11:00-11.40

dr hab. Marita Nittner-Marszalska, prof. uczelni

Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Pneumonologii i Alergologii, Uniwersytet Medyczny

we Wroctawiu
11.40-12.00 Wyktady firm i sponsoréw

SESJA I
Przewodniczacy sesji: prof. dr hab. Leszek Szenborn

12.00-12.35

prof. dr hab. Leszek Szenborn

Katedra i Klinika Pediatrii i Chordb Infekcyjnych, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu
12.35-13.10

dr Agnieszka Pawetczyk

Zaktad Immunopatologii Choréb ZakaZznych i Pasozytniczych, Warszawski Uniwersytet Medyczny
13.10-13.50

dr hab. Beata Szostakowska

Zaktad Parazytologii Tropikalnej, Katedra Medycyny Tropikalnej i Parazytologii, Krajowy Osrodek

Medycyny Tropikalnej, Gdariski Uniwersytet Medyczny
13.45-14.45 Wyktady firm i sponsoréw

SESJA 1l
Przewodniczacy sesji: prof. dr hab. Piotr Radziwon

14.45-15.20

Prof. dr hab. n. med. Jacek Nowak

Zaktad Immunogenetyki, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa
15.20-15.55

dr n. med. Maciej Szymczak

Katedra i Klinika Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej, Uniwersytet Medyczny

we Wroctawiu
15.55-16.35

prof. dr hab. Piotr Radziwon

Klinika Hematologii, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
16.35-16.45 Rozstrzygniecie konkursu sesji plakatowej

Zakonczenie konferencji




STRESZCZENIA DONIESIEN ZJAZDOWYCH

SESJA WARSZTATOWA — ONLINE

Organizator sesji: dr hab. Ewa Kratz, prof. uczelni

12.10-12.40
prof. dr hab. Anna Chetmoriska-Soyta
Laboratorium Immunologii Rozrodu w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu
12.40-13.10
dr Agnieszka Popow-WozZniak
Klinika InviMed we Wroctawiu
13.10-13.50
mgr Ewa Zagocka
Dziat Diagnostyki Laboratoryjnej w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym we Wroctawiu; Pracownia
andrologiczna we Wroctawiu
13.50-14.20

prof. dr hab. Agnieszka Piwowar
Katedra i Zaktad Toksykologii, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu
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STRESZCZENIA DONIESIEN ZJAZDOWYCH

P1 Ekspresja biatek szoku cieplnego w warunkach stresu oksydacyjnego i hiperbarii
Jakub Szyller!, Mariusz Kozakiewicz?, Piotr Siermontowski>

! Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
2 Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
3 Akademia Marynarki Wojennej im. Bohateréw Westerplatte w Gdyni

Wstep: Nurkowanie stanowi szczegdlny model badan dotyczgcych oddziatywania hiperbarii, stresu
oksydacyjnego i nitrozacyjnego na organizm, a nurkowania symulowane do nadci$nient panujgcych na
okreslonych gtebokosciach pozwalajg obserwowac wptyw zwiekszonego cisnienia na organizm i badaé
procesy fizjologiczne w warunkach specyficznych. Stres oksydacyjny i nitrozacyjny przyczynia sie do
uszkodzenia wszystkich sktadnikéw komérki i wptywa m.in. na funkcjonowanie srédbtonka naczyn
krwionos$nych. Nieliczne doniesienia naukowe, wskazujgce na istnienie zwigzku pomiedzy stresem
oksydacyjnym i/lub nitrozacyjnym a ekspresjg biatek szoku cieplnego i ich mozliwym wptywem na
przebieg choroby dekompresyjnej, staty sie punktem wyjscia do badan bedacych podstawg niniejszej
pracy.

Cel pracy: Celem pracy byto okreslenie nasilenia stresu oksydacyjnego podczas nurkowan
symulowanych i zbadanie korelacji pomiedzy nasileniem stresu oksydacyjnego a ekspresjg biatek szoku
cieplnego (HSP).

Materiat i metody: Badaniami zostata objeta grupa 40 funkcjonariuszy Paistwowej Strazy Pozarnej,
odbywajgcych nurkowania symulowane w komorze hiperbarycznej. Osoby te na co najmniej 72 h przed
badaniem nie byly eksponowane na dziatanie wysokiego cisnienia i nie podejmowaty wysitku
fizycznego. 100% badanych stanowili mezczyzni, bedacy zawodowymi, doswiadczonymi nurkami
i przechodzacy regularne badania lekarskie.

Wyniki: Wykazano istotny statystycznie spadek ekspresji HSP70 (biatka szoku cieplnego 70 kDa) po
ekspozycjach na 30 m i podobng zalezno$é po ekspozycji na 60 m. Zaobserwowano istotny wzrost
ekspresji HSP90 (biatka szoku cieplnego 90 kDa) po ekspozycji na 60 m i tendencje wzrostu ekspresji
HSP90 po ekspozycji na 30 m. Wykazano takze korelacje pomiedzy zmiang aktywnosci katalazy
i stezeniem HSP70 w surowicy po ekspozycji 30 m. Stezenie HSP70 byto nizsze u 0séb, u ktérych zmalata
aktywnos¢ katalazy (CAT). Istnieje rdéwniez zalezno$¢ pomiedzy stezeniem  HSP70
i aktywnoscig CAT przed ekspozycjg 30 m. Istotne zaleznosci obserwowano tez m.in. pomiedzy
aktywnoscig peroksydazy glutationowej (GPx) po ekspozycji i stezeniem HSP90 przed ekspozycja
30 m i stezeniem dialdehydu malonowego (MDA) po ekspozycji i stezeniem HSP90 przed ekspozycjg
hiperbaryczng, réwniez 30 m.

Whioski: Ekspozycje w komorze hiperbarycznej symulujgce nurkowania do gtebokosci 30 i 60 m
w sposéb istotny wptywaja na nasilenie stresu oksydacyjnego. Nurkowania symulowane
w omawianych warunkach modulujg odpowiedz ze strony biatek szoku cieplnego, wskazujac, ze
hiperbaria jest istotnym czynnikiem stresowym, wywotujgcym zmiany biochemiczne. Istnieje zaleznos¢
pomiedzy nasileniem stresu oksydacyjnego a ekspresjg biatek szoku cieplnego w warunkach hiperbarii.
Wptyw na ekspresje biatek szoku cieplnego majg warunki ekspozycji hiperbarycznych, czas ich trwania
i zastosowany profil dekompresji. Wzrost ekspresji HSP70 przed nurkowaniem moze miec dziatanie
ochronne, wptywajgc na nasilenie stresu oksydacyjnego.
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STRESZCZENIA DONIESIEN ZJAZDOWYCH

P2 Dziatalno$¢ biobankow i ich wptyw na system ochrony zdrowia
Michat Laskowski!, Magdalena Burczyk?, Patrycja Sitek?, Joanna Gleriska-Olender?, Agnieszka Matera-
Witkiewicz*

! Pracownia Przesiewowych Testéw Aktywnosci Biologicznej i Gromadzenia Materiatu Biologicznego,
Biobank Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

2 Pracownia Biologii Molekularnej i Cytogenetyki, Klinika Hematologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczny
we Wroctawiu

Wstep: Biobanki to instytucje prowadzace i wspierajgce prace naukowo-badawcze i rozwojowe
w dziedzinie biomedycyny. Jednostki zrzeszone w Polskiej Sieci Biobankéw (PSB) poprzez swojg
dziatalno$¢ wspierajg aktywnosci podejmowane w celu poprawy zdrowia publicznego, przyczyniajgc
sie m.in. do opracowania nowych biomarkerdéw, testow diagnostycznych, terapii oraz lekow.

Opis: Konsorcjum BBMRL.pl, ktérego celem byto utworzenie PSB [1] w ramach europejskiej
infrastruktury badawczej BBMRI-ERIC, realizuje zadania polegajgce m.in. na opracowaniu i wdrozeniu
spojnych rozwigzan w zakresie systemow zarzadzania jakoscig, IT, kontroli jakosci, aspektédw etyczno-
prawnych. Takie dziatania umozliwity wypracowanie odpowiednich standardéw w zakresie
zapewnienia jakosci materiatu biologicznego i danych.

PSB liczy 26 cztonkdw oraz 17 obserwatordéw. Sg to jednostki, ktdre przez wspotprace wewnatrz Sieci,
ale tez poprzez kontakt z instytucjami zewnetrznymi tj. uczelnie, instytuty badawcze i naukowe, firmy
z branzy diagnostycznej i farmaceutycznej, majg istotny wptyw na zdrowie publiczne. Biobank w tych
wspotpracach jest gwarantem dostepu do materiatu biologicznego i danych o odpowiednio wysokiej
jakosci. Dzieki temu otrzymany wynik badania/eksperymentu jest wiarygodny i odtwarzalny.
Wspodtpraca z sektorem R&D firm diagnostycznych opiera sie w gtdéwnej mierze na poszukiwaniu
nowych czynnikdw prognostycznych i predykcyjnych oraz biomarkeréw poszczegdlnych jednostek
chorobowych. Dzieki biobankom tatwiejsze staje sie pozyskanie odpowiedniej kolekcji, bedacej
przedmiotem pdzniejszych badan. W efekcie skréceniu ulega czas opracowania testow
diagnostycznych, co przektada sie na czas diagnostyki pacjentdw i zwigzany z tym czynnik
ekonomiczny, wynikajacy z zaplanowania farmakoterapii.

W ramach wspdtpracy z sektorem farmaceutycznym/sponsorem w obszarze badan klinicznych
mozliwe jest pozyskiwanie materiatu biologicznego i danych: 1) do konkretnego badania, 2) do
realizacji badania prowadzonego dodatkowo, niezaleznie od badania klinicznego oraz 3) celem
przechowywania i pdzniejszego wykonania badania, ktére w obecnej chwili nie jest zdefiniowane, ale
moze okaza¢ sie kluczowe do potwierdzenia lub rozwiniecia badar naukowych w przysztosci. Dzieki
zaangazowaniu zasobdéw i doswiadczenia biobankéw w nadzorowany i dokumentowany proces
gromadzenia wysokiej jakosci materiatu biologicznego, redukcji ulega takze czas wprowadzenia na
rynek nowych lekdw, opracowanych w ramach badan klinicznych.

Podsumowanie: W konsekwencji terapie z uzyciem nowych produktéw farmaceutycznych stajg sie
skuteczniejsze, fatwiej dostepne, przektadajg sie na jako$é i dtugos¢ zycia pacjentéw, a takze koszty
opieki zdrowotnej. Zaangazowanie biobankéw w badania w zakresie szeroko pojetej biomedycyny
przynosi niekwestionowane korzysci systemowi ochrony zdrowia, ktérego bezposrednim
beneficjentem jest pacjent.

PisSmiennictwo:
[1] Witon M, et al., Organization of BBMRI.pl: The Polish Biobanking Network, Biopreserv Biobank, VOL. 15,
NO.3, 2017
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P3 Fotostabilnos¢ lekéw w aspekcie bezpieczenstwa ich stosowania
Monika Dabrowska, Zaneta Binert-Kusztal, Matgorzata Starek

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum
Uniwersytet Jagielloiski, Krakow

Wstep: Badania fotostabilnosci lekéow i produktédw leczniczych stanowig istotng czes¢ badan
umozliwiajgcych opracowanie stabilnych, bezpiecznych i skutecznych produktéw. Duza liczba
substancji leczniczych jest wrazliwa na swiatto, a ich sformutowane produkty mogg ulega¢ degradacji
podczas produkcji, przechowywania i administracji. Moze to skutkowaé utratg sity dziatania, zmieniong
skutecznoscig i niekorzystnymi skutkami biologicznymi.

Opis: Ocena stabilnosci fotochemicznej leku jest niezbednym elementem procesu opracowywania
formulacji w farmacji przemystowej [1-3]. International Council on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) zawiera regulacje dla
przemystu farmaceutycznego w aspekcie rejestracji lekow. Wytyczna ICH Q1B okres$la badanie
fotostabilnosci nowych substancji i gotowych produktdw leczniczych. Kompleksowa ocena
fotostabilnosci substancji leczniczych jest niezwykle istotnym zagadnieniem, a prowadzone badania
powinny obejmowac zaréwno wyjasnienie zmian strukturalnych, jak i ocene toksycznosci przed i po
kontakcie leku ze $wiattem. Druga wytyczna Europejskiej Agencji Lekdw (EMA) dotyczy problemu
fotobezpieczenstwa substancji leczniczej i skupia sie na badaniach fototoksycznosci, fotoalergii,
fotogenotoksycznosci i fotorakotwdrczosci w testach in vitro na komdrkach ssaczych, ktére majg na
celu ocene potencjalnego ryzyka fotoreaktywnosci lekéw. Farmakopea Europejska zaleca ochrone
przed swiattem dla ponad 250 lekéw i adiuwantow. Wrazliwosé substancji czynnej na okreslony zakres
spektralny promieniowania elektromagnetycznego jest wynikiem struktury chemicznej,
fotoreaktywnosci oraz gotowej postaci leku. Biologiczne konsekwencje dziatania swiatta na leki
ulegajace fotodegradacji sg niezwykle istotne. Nalezy do nich szereg niepozadanych reakcji
biologicznych, obejmujgcych fototoksycznosé, fotoalergie, fotouczulanie i inne [4—8]. Reakcje te moga
byé rowniez inicjowane przez interakcje leku z endogennymi substancjami w obecnosci swiatfa.
Zastosowanie roznych technik fotostabilizacji moze dodatkowo zwiekszy¢ trwatos¢ produktéw,
a celem prowadzonych w tym kierunku badan jest zapewnienie jakosci gotowego produktu wraz ze
wszystkimi niezbednymi atrybutami podczas przechowywania i uzytkowania.

Podsumowanie: Znajomos¢ fotostabilnosci substancji leczniczych oraz sposobu ich degradacji
w zmiennych warunkach pomaga odpowiednio oceni¢ produkt i wprowadzi¢ niezbedne modyfikacje
zmierzajgce do przedtuzenia jego trwatosci w proponowanych warunkach przechowywania.

Projekt zostat sfinansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki MINIATURA nr
2019/03/X/NZ7/01725.

PiSmiennictwo:

[1] British Pharmacopoeia, Her Majesty's Stationery Office, London, UK, 2013.

[2] United States Pharmacopeia 29, United States Pharmacopeial Convention, Rockville, Md, USA, 2012.

[3] European Pharmacopoeia, European Pharmacopoeial Convention and the European Union, Strasbourg,
France, 8th Ed., 2015.

[4] Beijersbergen van Henegouwen G.M.J. Medicinal photochemistry: phototoxic and phototherapeutic aspects
of drugs. Advances in Drug Research. 29,79-170, 1997.

[5] Moan J. Benefits and adverse effects from the combination of drugs and light. In Photostability of Drugs and
Drug Formulations. Tonnesen H.H. Ed. 173-188, Taylor & Francis, London, UK, 1996.

[6] Kullavanijaya P., Lim H.W. Photoprotection. Journal of the American Academy of Dermatology, 6, 937— 958,
2005.

[7] Epstein J.H., Wintroub B.U. Photosensitivity due to drugs, Drugs, 1, 42-57, 1985.

[8] De Buys H.V., Levy S.B., Murray J.C., Madey D.L., Pinnell S.R. Modern approaches to photoprotection.
Dermatologic Clinics, 4, 577-590, 2000.
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P4 Badanie obecnosci autoprzeciwciat antyneuronalnych w surowicy pacjentow ze
zdiagnozowang epilepsja

Helena Moreira?, Edyta Dziadkowiak?, Katarzyna Buska®, Marta Janik®, Magdalena Szmyrka®,
Stawomir Budrewicz?, Ewa Barg!, Anna Pokryszko-Dragan?

! Katedra i Zaktad Podstaw Nauk Medycznych, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich
we Wroctawiu

2Katedra i Klinika Neurologii, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

3 Euroimmun Polska, Wroctaw

“Katedra i Klinika Reumatologii, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Wstep: Epilepsja dotyka okoto 0,5-1,0% populacji Swiata. Aktualnie uwaza sie, ze czynniki
autoimmunologiczne mogg stanowi¢ niezalezng przyczyne tej choroby, jak réwniez moga posredniczyé
w powstawaniu napaddow epileptycznych. Autoprzeciwciata przeciwko biatkom na powierzchni
neuronéw  (antyneuronalne)  zidentyfikowane  zostaly jako  markery i  patogeny
w autoimmunologicznych zapaleniach modzgu, ktérym w okoto 80% przypadkdéw towarzyszg
powtarzajgce sie epileptyczne napady ogniskowe. Nalezg tu przeciwciata: anty-LGI1, anty-CASPR2,
anty-NMDAR, anty-GABABR, anty-AMPAR i anty-DPPX. Obecnie rozpoznanie padaczki
autoimmunologicznej opiera sie gtéwnie na jej cechach klinicznych, obrazowaniu rezonansu
magnetycznego i analizie ptynu mdzgowo-rdzeniowego. Celem badania byta ocena czestosci
wystepowania autoprzeciwciat antyneuronalnych u pacjentéw ze zdiagnozowang epilepsja.
Materiaty i metody: Badania przeprowadzono w grupie 81 pacjentdéw ze zdiagnozowang padaczka
lekooporng (40), z rozpoznang epilepsjg poudarowsy (16), z uktadowym zaburzeniem tkanki tgcznej
o podtozu autoimmunologicznym (21) oraz z autoimmunologicznym zapaleniem mozgu (2).

Protokot badan zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng. Od wszystkich pacjentéw uzyskano
pisemng Swiadomg zgode udziatu w badaniach.

Obecnos¢ ludzkich immunoglobulin (IgG) przeciwko neuronalnym antygenom powierzchniowym
W surowicy pacjentdw oceniano metodg posredniej immunofluorescencji przy uzyciu zestawu
testowego IIFT Autoimmunologicznego zapalenia mdézgu mozaiki 6 (EUROIMMUN, Polska). Badano
obecnosé szesciu przeciwciat antyneuronalnych: anty-NMDAR, anty-CASPR2, anty-AMPAR1/2, anty-
LGI1, anty-DPPX i anty-GABAgR. Procedura testu zostata przeprowadzona zgodnie z instrukcjami
producenta, w rozciericzeniu 1:10 i 1:100. Wyniki oceniano jakosciowo.

Wyniki: U 94% badanych pacjentdw nie wykryto obecnosci przeciwciat antyneuronalnych. W surowicy
pieciu chorych wykazano obecnos$¢ jednego z szesciu ocenianych przeciwciat: anty-NMDAR (jeden
pacjent z autoimmunologicznym zapaleniem modzgu), anty-AMPAR1/2 (dwdch pacjentéw
z rozpoznaniem tocznia i zespotu antyfosfolipidowego), anty-LGI1 (jeden pacjent z rozpoznanym
toczniem), anty-DPPX (jeden chory z padaczky lekooporng). Nie stwierdzono obecnosci anty-GABAgR
i anty-CASPR2 u zadnego pacjenta.

Whioski: W oparciu o uzyskane wyniki nie mozna stwierdzi¢ udziatu ocenianych autoprzeciwciat
antyneuronalnych w patomechanizmie padaczki lekoopornej i poudarowej w grupie badanych
pacjentow. Obecnosé tych przeciwciat u niektdrych pacjentéw z grupy kontrolnej (ze zdiagnozowang
chorobg o podtozu autoimmunologicznym) mogtaby sugerowac¢ potencjalne zastosowanie
diagnostyczne w tych jednostkach chorobowych, jednak musi to zosta¢ potwierdzone pogtebionymi
badaniami na duzej grupie pacjentow.

Skroty:

LGI1 — inaktywowany glejak bogaty w leucyne-1; CASPR2 — biatko podobne do biatka kontaktowego 2,
NMDAR - receptor N-metylo-D-asparaginianowy, GABAgR — receptor gamma-aminomastowy B, AMPAR —
receptor glutaminianowy aktywowany kwasem alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolepropionowym,
DPPX — biatko 6 podobne do peptydazy dipeptydylowej
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P5 Parametry metaboliczne u pacjentéw z rakiem ptuca ze wspatistniejaca cukrzyca typu 2
Katarzyna Wadowska?, Piotr Btasiak*?, Adam Rzechonek??, lwona Bil-Lula®, Mariola Sliwiriska-
Mosson!

1 Katedra Analityki Medycznej, Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

2Katedra i Klinika Chirurgii Klatki Piersiowej, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich

we Wroctawiu, ul. Grabiszyniska 105, 53-439 Wroctaw

3Dolnoslgskie Centrum Torakochirurgii, Dolnos$laskie Centrum Chordb Ptuc we Wroctawiu,

ul. Grabiszynska 105, 53-439 Wroctaw

Wstep i cel pracy: Rak ptuca jest najczesciej diagnozowanym nowotworem zaréwno w Polsce, jak i na
Swiecie. Chorobom nowotworowym czesto towarzyszg objawy ogdlnoustrojowe, wynikajgce m.in. ze
zmian metabolizmu aminokwaséw, biatek czy z zaburzen w szlakach glikolizy i glukoneogenezy,
potwierdzone takze w badaniach u pacjentéw z nowotworem ptuca. Celem pracy byto wykazanie
zmian wartosci parametréw metabolicznych u pacjentéw z nowotworem ptuca i ze wspdtistniejaca
cukrzyca typu 2.

Materiat i metody: Krew do badan zostata pobrana od pacjentow z nowotworem ptuca (N=88),
hospitalizowanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej, Dolnoslgskiego Centrum Chordb Ptuc
we Wroctawiu. W osoczu pacjentéw oznaczono stezenia glukozy, mleczanéw, mocznika oraz
aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (lactate dehydrogenase, LDH) przy wykorzystaniu testow
diagnostycznych stosowanych rutynowo w medycznych laboratoriach diagnostycznych. Badang
populacje podzielono na dwie grupy: pacjentdw z nowotworem ptuca ze wspétistniejgca cukrzyca typu
2 (N=21) oraz pacjentéw z nowotworem ptuca bez wspétistniejgcej cukrzycy typu 2 (N=67). W analizie
statystycznej wykorzystano testy nieparametryczne U Manna-Whitneya oraz Kolmogorova-Smirnova
przy uzyciu programu GraphPad Prism 9.0.2.

Whyniki: W analizie statystycznej wykazano rdznice istotne statystycznie pomiedzy wartosciami stezen
glukozy pacjentéw z cukrzycg i bez cukrzycy (odpowiednio: Me=125 mg/dl i Me=96 mg/dl; p<0,0001).
Uzyskane wartosci stezen mleczanéw w obu grupach byty poréwnywalne (Me=2,10 mmol/I
u pacjentow z cukrzycg i Me=2,15 mmol/l u pacjentdéw bez cukrzycy). Zaobserwowano wyzsze wartosci
stezenia mocznika i aktywnos$ci LDH u pacjentdw ze wspodtistniejgcg cukrzycg w porédwnaniu do
pacjentow bez cukrzycy (odpowiednio: Me=32,50 mg/dl; Me=28,49 mg/dl; i Me=231,0 U/I; Me=213,7
U/l), aczkolwiek nie wykazano rdznic istotnych statystycznie. Dodatkowo wykazano wzrost stezenia
mleczandw i aktywnosci LDH powyzej zakresu wartosci referencyjnych w obu grupach badanych.
Whiosek: Wzrost wartosci stezenia mleczandw i aktywnosci LDH u pacjentéw z nowotworem ptuca
wskazuje na zmiany metaboliczne u tych pacjentdw.

Powyzsze badanie zrealizowano w ramach tematu ujetego w systemie Simple pod nr
STM.D010.20.129.
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P6 Ryzyko wystgpienia reakcji alergicznych po zastosowaniu suplementdéw diety
Matgorzata Starek, Pawet Gumutka, Anna Btazejewska-Baran, Monika Dgbrowska

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Wstep: Suplementy diety, w mysl obowigzujacych przepiséw, definiowane sg jako srodki spozywcze,
konsekwencjg czego jest ich powszechna dostepnos$é. Przepisy zaréwno prawa krajowego, jak
i miedzynarodowego okres$lajg jedynie wymagania dotyczace m.in. dopuszczalnych poziomoéw
zawartosci wybranych witamin i sktadnikdéw mineralnych [1]. Jednoczesnie liczba rzetelnych badan
naukowych dotyczacych sktadu oraz wptywu suplementéw diety na zdrowie jest niewielka. Natomiast
podobnie jak z kazdg inng substancjg, w tym przypadku u kazdej przyjmujgcej je osoby moze wystgpic
reakcja nadwrazliwosci na przyjmowane produkty.

Opis: Wedtug danych European Academy of Allergy and Clinical Immunology 60% przypadkéw alergii
pokarmowej u oséb dorostych i dzieci jest zwigzanych z wspdétwystepowaniem alergii wziewnej,
natomiast odsetek ten w samej grupie dorostych siega wg ostatnich badan epidemiologicznych ponad
80%. Przyczyng takiego stanu rzeczy sg reakcje krzyzowe, definiowane jako uczulenie na wspdlne
epitopy réznych alergendéw. W oparciu o kryteria immunologiczne definicja alergii krzyzowej zaktada,
ze przeciwciata klasy IgE wytworzone przeciwko jednemu alergenowi tacza sie z podobnym alergenem,
lecz zinnego zrédta. Ze strony uktadu oddechowego mogg pojawic sie: katar, kaszel, uczucie dusznosci,
natomiast ze strony uktadu pokarmowego: swigd, obrzek, nudnosci, wymioty, dolegliwosci bdlowe,
wzdecia, biegunka. Stosunkowo czesto pojawiajg sie zmiany skdorne pod postacig pokrzywki oraz
atopowego zapalenia skéry. Najgrozniejsze dla pacjentow sg reakcje uogdlnione tj. obrzek
naczynioruchowy, napad astmy oskrzelowej, a przede wszystkim wstrzgs anafilaktyczny [2]. Znane s3
przypadki wystepowania silnych reakcji alergicznych wywotanych suplementami diety, obejmujgcych
dusznos$é, obrzek naczynioruchowy oraz pokrzywke, np. po zazyciu tabletek Linea Detox, napojow
energetycznych lub iniekcji Dermostabilonu w tkanke ttuszczowg; badani w wieku 20-26 lat przed
wystgpieniem reakcji nadwrazliwosci byli zdrowi [3]. Warto nadmieni¢, ze w suplementach diety
istnieje bardzo duza grupa substancji pochodzenia roslinnego, ktére uwrazliwiajg skore na dziatanie
promieniowania stonecznego, np. dziurawiec, seler, arcydziegiel czy ruta zwyczajna. Nie bez znaczenia
pozostajg takze stosowane w suplementach diety nosniki, ktére rowniez mogg uczulaé, a nie s w ogdle
uwzgledniane przez konsumentow.

Podsumowanie: Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze cho¢ suplementacja diety moze wydawac sie
dobrym sposobem na uzupetnienie niedoboréw niektorych sktadnikéw w organizmie cztowieka
i kojarzona jest ze zdrowym stylem Zycia, to jednak obecnie nie s3 znane dtugotrwate skutki jej
stosowania. Celowe jest wiec prowadzenie badan naukowych, analogicznych jak dla lekdw,
obejmujacych wszystkie aspekty bezpieczeristwa stosowania tych produktéw.

PiSmiennictwo:

[1] Krasnowska G. i in. ZYWNOSC Nauka Technologia Jako$¢, 2011,77,5-23;

[2] Wawrzenczyk A. i in. Alergia Astma Immunologia — przeglad kliniczny, 2018,23,64—66;
[3] Flis P. i in. Medycyna Ogélna i Nauki o Zdrowiu, 2015,21,369-371
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P7 Ocena prognostycznego znaczenia wskaznikéw stanu zapalnego u chorych na raka
regionu glowy i szyi poddanych radioterapii samodzielnej lub skojarzonej z chemioterapia
Dorota Nazorek?, Jolanta Mrochem-Kwarciak?, Andrzej Wygoda?, Aleksandra Chmura?, Zofia Kotosza®,
Tomasz Rutkowski?, Krzysztof Sktadowski2

! Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Paristwowy Instytut Badawczy,
Oddziat w Gliwicach, Zaktad Analityki i Biochemii Klinicznej, Gliwice

2Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Paristwowy Instytut Badawczy,
Oddziat w Gliwicach, | Klinika Radioterapii i Chemioterapii, Gliwice

3 Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Paristwowy Instytut Badawczy,
Oddziat w Gliwicach, Pracownia Biostatyki, Gliwice

Wstep: Podwyzszone stezenia dodatnich reaktantéw ostrej fazy moga by¢ rezultatem aktywnosci
komodrek nowotworowych, jak i makrofagdw towarzyszacych nowotworom, rekrutowanych
w $rodowisko guza, jako odpowiedz organizmu na rozwijajgcy sie nowotwér. Celem podjetych badan
byta ocena wartosci prognostycznej wskaznikéw: NLR (neutrophil-lymphocyte ratio), LMR (lymphocyte-
monocyte ratio) oraz PLR (platelet-lymphocyte ratio) wyliczanych na podstawie bezwzglednej liczby
neutrofili, limfocytow i ptytek krwi, a takze mGPS (modified Glasgow Prognostic Score) u chorych na
raka regionu gtowy i szyi.

Materiaty i metody: Analizie poddano grupe 191 chorych na: raka gardta gérnego (4%), Srodkowego
(39%), dolnego (13%), krtani (36%) oraz raka jamy ustnej (8%), zakwalifikowanych do radioterapii
samodzielnej (53%) lub skojarzonej z chemioterapig (47%). U 47% chorych rozpoznano zaawansowanie
raka w stopniu T1-2, u pozostatych 53% — w stopniu T3-4. Ceche NO stwierdzono
u 31%, a ceche N+ u 69% chorych. Morfologie krwi obwodowej z réznicowaniem krwinek biatych,
oznaczenie stezenia biatka CRP oraz albumin wykonano przed leczeniem. W trzystopniowej skali mGPS
przyjeto: mGPS 0 dla CRP < 10 mg/l i albuminy > 35 g/l, mGPS 1 dla CRP 10 mg/l i albuminy > 35 g/I
oraz mGPS 2 dla CRP > 10 mg/l i albuminy < 35 g/I.

Wyniki: Mediana obserwacji wyniosta 40 miesiecy. U 61% chorych stwierdzono catkowitg remisje
choroby (CR). Analiza jednoczynnikowa wykazata, ze wysoka (podwyzszona?) liczba leukocytéw (WBC)
(p=0,001) oraz wysoki wskaznik NLR (p=0,01) sg czynnikami wptywajgcymi na krétszy czas przezycia
wolnego od choroby (DFS). Rowniez znamienny wplyw na czas przezycia catkowitego (OS) miata
wysoka liczba WBC (p=0,001), wysoki wskaznik NLR (p=0,01) oraz mGPS (p=0,04).

Whioski: U chorych na raka regionu gtowy i szyi wysoka liczba WBC oraz podwyzszone wartosci NLR s3
niekorzystnym czynnikami predykcyjnymi oraz prognostycznymi. W ocenie rokowania w tej grupie
chorych istotna wydaje sie byé ocena rdézinych wyktadnikdédw stanu zapalnego. Analiza materiatu
wiasnego wskazuje, ze u chorych na raka regionu gtowy i szyi leczonych z zastosowaniem radioterapii
samodzielnej lub skojarzonej z chemioterapia, istotng role w ocenie rokowania mogg odgrywad
wyktadniki stanu zapalnego. Na szczegdlng uwage jako negatywnego czynnika prognostycznego
i predykcyjnego zastuguje wysoka (podwyzszona?) liczba WBC oraz NLR.
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P8 Formalno-prawne aspekty pracy diagnosty laboratoryjnego w biobanku
Magdalena Burczyk?, Michat Laskowski?, Agnieszka Matera-Witkiewicz?

!Pracownia Biologii Molekularnej i Cytogenetyki, Klinika Hematologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczny
we Wroctawiu

2 Pracownia Przesiewowych Testéw Aktywnosci Biologicznej i Gromadzenia Materiatu Biologicznego,
Biobank Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

W erze szybkiego rozwoju technik diagnostyki laboratoryjnej, jak i postepujgcych odkry¢ naukowych,
biobanki znajdujg szczegdlne miejsce w sferze zdrowia publicznego. Materiat biologiczny i dane
zgromadzone w biobanku, pomimo iz nie sg przedmiotem diagnostycznych badan, stuzg do celéw
naukowo-badawczych i rozwojowych, wptywajgcych na ochrone zdrowia spoteczeristwa. Warunkiem
koniecznym do uzyskania wiarygodnych wynikéw badan, opracowanych z wykorzystaniem materiatu
biologicznego i danych zgromadzonych w biobanku, jest ich pobranie, transport, przetwarzanie
i przechowywanie, zgodnie z rekomendacjami, ktére opierajg sie o standardy obowigzujgce dla
medycznych laboratoridéw diagnostycznych [1]. Biobanki, stosujac sie do tych wytycznych, s3
gwarantem jakosci materiatu biologicznego i zgromadzonych danych, a tym samym wiarygodnosci
rezultatow analiz, ktérych pdiniejsze wyniki stuzg m.in. opracowaniu nowych biomarkeréw, testéw
diagnostycznych, lekéw, programoéw profilaktycznych podejmowanych przez organy publiczne.
Obecnos¢ diagnostéw laboratoryjnych w zespotach pracujgcych w biobankach jest wiec nieodzowna.
Wiedza, przygotowanie merytoryczne i praktyczne z pogranicza medycyny i nauki sg kluczowe do pracy
z ludzkim materiatem biologicznym gromadzonym w biobanku. Zatrudnienie diagnosty
laboratoryjnego w biobanku spotyka sie jednak ze znacznymi komplikacjami natury prawnej. W mysl|
ustawy o diagnostyce laboratoryjnej czynnosci wykonywane przez diagnoste laboratoryjnego
w biobanku nie sg czynnosciami diagnostyki laboratoryjnej [2]. Diagnosta laboratoryjny pracujgcy
w biobanku z powodu nieprzerwanego niewykonywania swojego zawodu przez okres dtuzszy niz piec
lat, zgodnie z art. 14 Ustawy, traci prawo jego wykonywania. Jest to istotny powdd, ktdry determinuje
fakt, czy diagnosta laboratoryjny zdecyduje sie na podjecie pracy w biobanku. Poprzez swojg prace
diagnosci laboratoryjni, pracujgcy zaréwno w medycznych laboratoriach diagnostycznych, jak
i biobankach, majg realny udziat w kreowaniu zdrowia spoteczenstwa. Jest to wspdlna idea tgczaca
prace diagnosty z celem funkcjonowania biobankéw. Mimo widocznych zaleznosci miedzy praca
diagnosty laboratoryjnego a czynnosciami biobankowania materiatu biologicznego, brakuje
odpowiednich regulacji okreslajacych ich zatrudnianie w biobanku. Istnieje wiec silna potrzeba uznania
czynnosci wykonywanych w biobankach przez diagnoste laboratoryjnego za czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej z jednoczesnym usystematyzowaniem stanu prawnego zwigzanego z funkcjonowaniem
biobankdéw w sferze zdrowia publicznego.

PisSmiennictwo:

[1] Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dn. 23 marca 2006 r. w sprawie standardéw jakosci dla medycznych
laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych, Dz.U. 2006 nr 61 poz. 435 z pdin. zm.

[2] Ustawa z dnia 27 lipca 2001 r. o diagnostyce laboratoryjnej (Dz.U. z 2019 r. poz. 2245).
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P9 Choroba kala-azar rozpoznana na podstawie mikroskopowej oceny aspiratu szpiku
kostnego opis przypadku
Aleksandra Slezak?, Michalina Machera?, Halina Pela', Ewa Kawecka', Matgorzata Terpiriska®?

1 Uniwersytecki Szpital Kliniczny im. J. Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu, Uniwersyteckie Centrum
Diagnostyki Laboratoryjnej, Wroctaw

2 Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Diagnostyczne Laboratorium Naukowo-Dydaktyczne,
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

Dziewieciomiesieczna dziewczynka zostata przyjeta do Kliniki Transplantacji Szpiku, Onkologii
i Hematologii Dzieciecej z powodu podejrzenia choroby rozrostowe] szpiku kostnego. Stwierdzono
wystepowanie gorgczki dochodzgcej do 40°C. Podwyziszonej temperaturze towarzyszyt katar oraz
sporadyczny kaszel. Na ciele pojawita sie zlewna plamisto-grudkowa wysypka, bledngca przy ucisku,
stwierdzono rdéwniez zaczerwienie spojowek. Wykluczono grype. Dziecko byto apatyczne,
z obnizonym apetytem. Ze wzgledu na spadek liczby trombocytéw, erytrocytéw, odmtodzenie linii
biatokrwinkowej w rozmazie krwi obwodowej oraz powiekszong sledzione wysunieto podejrzenie
choroby rozrostowej uktadu krwiotwdrczego. Cytologiczna ocena szpiku nie potwierdzita choroby
rozrostowej. Pacjentka spetniata kryteria rozpoznania zespotu hemofagocytarnego (HLH, ang.
hemophagocytic lymphohistiocytosis): gorgczka >38,5°C, powiekszenie sledziony, pancytopenia krwi
obwodowej, hiperferrytynemia, hipertriglicerydemia i hipofibrynogenemia. Mimo zastosowanego
leczenia zaobserwowano biochemiczne parametry zaostrzenia HLH. Ponownie spadta liczba ptytek
krwi, wzrosta aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i stezenie D-Dimerdw. Utrzymywato sie
podwyiszone stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) i prokalcytoniny. Réwnoczesnie wyniki
przeprowadzonych badan mikrobiologicznych byly ujemne. Z uwagi na niestabilny stan pacjentki,
niejasny obraz zmian obserwowanych w badaniu ultrasonograficznym sledziony i narastanie zaburzen
hematologicznych, wykonano kolejng punkcje szpiku. Na podstawie mielogramu wykluczono ostrg
chorobe rozrostowg, w preparatach szpiku uwidoczniono natomiast komérki typowe dla zakazenia
pierwotniakami z rodzaju Leishmania L. Pobrany materiat wystano do weryfikacji do Instytutu
Medycyny Tropikalnej w Gdyni. Wynik potwierdzono metodami biologii molekularnej. W zwigzku
z obrazem klinicznym, wynikami badan dodatkowych, podrézg do obszaru wystepowania choroby na
kilka miesiecy wstecz, postawiono rozpoznanie leiszmaniozy trzewnej (choroby kala-azar).
Po wdrozeniu odpowiedniej terapii stan poprawit sie, obserwowano zmniejszenie
hepatosplenomegalii, obrzekéw, spadek parametrow HLH i spadek zapotrzebowania na transfuzje
preparatéw krwi.
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P10 MMP-2 siRNA dziata kardioprotekcyjnie na serce poddane uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnemu
Marta Banaszkiewicz, Agnieszka Olejnik, Anna Krzywonos-Zawadzka, Iwona Bil-Lula

Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej, Wydziat
Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wroctaw, Polska

Wstep i cel pracy: Uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnemu (I/R) towarzyszy wzrost aktywnosci
metaloproteinazy 2 (MMP-2), degradujacej biatka kurczliwe serca. Hamowanie ekspresji genu MMP-2
przez zastosowanie matego interferujgcego RNA (MMP-2 siRNA) powinno dziataé¢ kardioprotekcyjnie
na serce w trakcie I/R. Celem pracy byto zbadanie wptywu MMP-2 siRNA na serce poddane I/R.
Materiaty i metody: Izolowane serca szczurze perfundowane metodg Langendorffa poddano
niedokrwieniu i reperfuzji w obecnosci lub przy braku MMP-2 siRNA. Zmierzono parametry
hemodynamiczne pracy serca. Jako marker uszkodzenia komérki oceniono aktywnosé dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) w perfuzatach serc. Zmierzono aktywno$¢ MMP-2 i stezenie MMP-2 i MMP-9
w homogenatach serc. Oceniono stezenie troponiny | (Tnl) w perfuzatach, jako produktu degradacji
tkanki przez MMP-2.

Wyniki: Odzysk funkcji mechanicznej serca w grupie po I/R byt znacznie obnizony (p<0,05). Podanie
MMP-2 siRNA skutkowato przywrdéceniem prawidtowej funkcji mechanicznej (p<0,05). Aktywnos¢ LDH
byta istotnie wyzsza w perfuzatach I/R (p<0,05) w poréwnaniu z kontrolg aerobowg, co potwierdzito
uszkodzenie. Podanie MMP-2 siRNA zmniejszyto aktywnos$¢ LDH (p<0,05) po I/R. Ekspresja tkankowa
MMP-2 i MMP-9 wzrosty w sercach poddanych I/R (p<0,05), natomiast w grupie I/R z MMP-2 siRNA
zaobserwowano ich znaczacy spadek (p<0,05). Zahamowaniu ulegta takze aktywnos¢ MMP-2
w sercach po I/R poddanych dziataniu MMP-2 siRNA (p<0,05). Tnl po I/R zostaty uwolnione do
przestrzeni pozakomoérkowej (p<0,05), natomiast podanie MMP-2 siRNA skutkowato zmniejszonym
uwolnieniem Tnl do przestrzeni pozakomérkowej (p<0,05).

Whioski: Powyzsze badania wykazaty, ze zastosowanie MMP-2 siRNA przyczynito sie do poprawy
funkcji mechanicznej serca oraz zmniejszenia stopnia degradacji biatek kurczliwych w uszkodzeniu
niedokrwienno-reperfuzyjnym serca, stgd MMP-2 siRNA moze posiadac dziatanie kardioprotekcyjne.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Nauki [UMO-2016/23/B/NZ3/03151].
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P11 Cytometryczna ocena opornosci osmotycznej erytrocytow
Michalina Machera?, Aleksandra Slezak®?, Matgorzata Terpiriska'?

1 Uniwersytecki Szpital Kliniczny im. J. Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu, Uniwersyteckie Centrum
Diagnostyki Laboratoryjnej, Wroctaw

2 Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Katedra i Klinika Transplantacji Szpiku,
Onkologii i Hematologii Dzieciecej, Wroctaw

3 Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Diagnostyczne Laboratorium Naukowo-Dydaktyczne,
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

Badanie opornosci osmotycznej erytrocytéw pozwala oceni¢ integralnos¢ btony komdrkowej
w roztworze hipotonicznym. Jako test przesiewowy pomaga w diagnostyce sferocytozy wrodzonej
najczestszej, wrodzonej niedokrwisto$ci hemolitycznej. Badanie polegajace na ocenie stopnia hemolizy
prébki krwi w zmiennym stezeniu NaCl (od hipo- do hipertonicznego) jest zalezne od subiektywne;j
oceny wykonujgcego i wykazuje stabg czutos¢. Opierajgc sie na zebranej Swiatowej literaturze,
Akademickie Centrum Diagnostyki Laboratoryjnej — Pracownia Cytometrii Przeptywowej Kliniki
Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej, opracowato protokét wykonania oznaczenia
opornosci osmotycznej erytrocytdw, opierajacy sie na mozliwosci detekcji iloSciowej komdrek technika
cytometrii przeptywowej. Oznaczeniu podlega probka krwi obwodowej pobranej na EDTA, zawieszona
w 0,9% roztworze soli fizjologicznej oraz ta sama prdobka po dodaniu wody destylowanej. Pomiar
zachodzi w czasie. Wynikiem badania jest procent komérek pozostatych po hemolizie. Na podstawie
przebadanych 120 pacjentéw ustalono nastepujace przedziaty referencyjne oraz interpretacje wyniku:
0-20% komodrek pozostatych po hemolizie: wskazanie do dalszej diagnostyki w kierunku sferocytozy
wrodzonej lub innych schorzen zmniejszajgcych opornos¢ osmotyczng erytrocytow (niedobédr
dehydrogenazy 6-fosforanowej, hipernatremia); 21-89% komarek pozostatych po hemolizie: wartosci
fizjologiczne dla rozpadu erytrocytow pod wptywem wody destylowanej; 90-100% komodrek
pozostatych po hemolizie: wskazanie do dalszej diagnostyki w kierunku talasemii, niedoboréw zelaza
i innych schorzen zwiekszajgcych opornos¢ osmotyczng erytrocytéw (przewlekte choroby watroby,
hiponatremia, anemia sierpowatokrwinkowa, stan po splenektomii). Technika cytometryczna
opisanego badania pozwala na wydanie wyniku w krétkim czasie (30 s w NaCl, nastepnie 300 s po
dodaniu H,0), nie wymaga specjalnych odczynnikéw (sdl fizjologiczna, woda destylowana), a ocena nie
jest zalezna od operatora. Wymaga jednak podkreslenia, ze jest to metoda przesiewowa, na podstawie
ktorej poszerzamy diagnostyke pacjenta.
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P12 Nowe spojrzenie na stare markery w laboratoryjnej diagnostyce ptynotoku
Katarzyna Zybura-Wszota, lwona Stowikowska

Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej, 4. Wojskowy Szpital Kliniczny z Poliklinikg SP ZOZ
we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep: Niekontrolowany, najczesciej jednostronny wyciek wodojasnej wydzieliny z nosa, oka lub ucha,
ktéry nasila sie przy pochylaniu gtowy do przodu — taka jest najczesciej opisywana definicja ptynotoku.
Ucieczka ptynu modzgowo-rdzeniowego (ptynotok) nastepuje m.in. po przebytych urazach
mechanicznych lub zabiegach m.in. laryngologicznych i jest wynikiem powstania uszkodzenia
w ko$ciach czaszki oraz oponie twardej. W zwigzku z faktem, iz czes$¢ przypadkdw ptynotoku pozostaje
przez dtugi czas nierozpoznana, co niesie za sobg ryzyko wystgpienia zakazen osrodkowego uktadu
nerwowego, wydaje sie uzasadnione poszukiwanie tatwo dostepnego, swoistego oraz odpowiednio
czutego biomarkera obecnosci ptynu mdzgowo-rdzeniowego (PMR) w wydzielinie.

Opis: W chwili obecnej podstawg rozpoznania ptynotoku jest stwierdzenie nieprawidtowosci
w badaniach obrazowych. Badania te sg jednak drogie oraz trudno dostepne, dlatego od lat poruszana
jest kwestia mozliwosci wykorzystania diagnostyki laboratoryjnej do celéw weryfikacji obecnosci PMR
w podejrzanej wydzielinie z nosa, oka lub ucha. Proponowane dotychczas badania, wsrdd ktérych
znajdowat sie m.in. pomiar stezenia glukozy, a takze oznaczenie stezenia chlorkdw, zostaty ostatecznie
odrzucone z diagnostyki ptynotoku ze wzgledu na brak wystarczajgcej czutosci i swoistosci
diagnostycznej. Przetomem miato okazac sie wprowadzenie B2transferyny (B2Trf), ktéra, jak sie
wydawato, stanowita niemalze idealny biomarker o czutosci ok. 93% i swoistosci bliskiej 100%.
Oznaczenie jej wymagato jednak wykonania czasochtonnego i drogiego rozdziatu elektroforetycznego.
Podobnie do B2Trf, réwniez biatko beta trace (BTP) oznaczano skomplikowang metodg
immunoelektroforezy rakietowej (czutosé 91%, swoistosc blisko 100%). W ostatniej dekadzie udato sie
jednak  skomercjalizowa¢ tanig i fatwa metode oznaczania biatka BTP metoda
immunonefelometryczng, wykorzystujagcg mieszanine poliklonalnych przeciwciat optaszczonych na
czasteczkach lateksu. Zmiana metody stanowita zatem szanse na szybka diagnostyke ptynotoku.
Pojawit sie jednak problem okreslenia punktu decyzyjnego, powyzej ktérego mozna by byto
jednoznacznie stwierdzi¢ obecnos¢ PMR w materiale badanym. W ostatnim czasie grupa naukowcéw
opracowata algorytm diagnostyczny utatwiajgcy interpretacje wynikéw oznaczenia biatka BTP.
Uwzglednia on stezenie biatka w wydzielinie oraz w surowicy, co eliminuje fatszywie pozytywne wyniki,
pojawiajgce sie w materiale zanieczyszczonym krwig u pacjentéw z niewydolnoscig nerek. Czy zatem
BTP oznaczane metodg nefelometryczng, ktérego wynik jest weryfikowany w oparciu o swoisty
algorytm mozna uznaé za idealny marker ptynotoku? W pracy przedstawiono wyniki pacjentow, ktére
interpretowano z wykorzystaniem algorytmu omodwionego powyzej.

Podsumowanie: W zwigzku z faktem, ze niezdiagnozowany i nieleczony ptynotok moze stanowi¢ stan
bezposredniego zagrozenia zycia, wydaje sie zasadne poszukiwanie tanszych i tatwiej dostepnych niz
badania obrazowe markeréw obecnosci PMR w wydzielinie. Ogromng szanse stanowi biatko BTP, ktdre
w ostatnim czasie dzieki wykorzystaniu metody nefelometrycznej oraz zastosowaniu odpowiedniego
algorytmu interpretacyjnego stanowi szanse na przyspieszenie procesu diagnostycznego, a co za tym
idzie unikniecie groznych powiktan.
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P13 Rola klasteryny w meskim uktadzie rozrodczym oraz jej wptyw na meska ptodnosé
Ewa Janiszewska, Ewa Maria Kratz

Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej, Uniwersytet Medyczny
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep: Nieptodnos¢ meska to gwattownie narastajgcy problem spoteczny na sSwiecie, dotyczacy
szczegblnie panstw wysoko rozwinietych. Szacuje sie, ze czynnik meski stanowi okoto 50%
niepowodzen prokreacji. Jednym z kluczowych elementéw majgcych wptyw na przebieg procesu
reprodukcji u mezczyzn sg biatka wchodzace w sktad nasienia, wsrdd ktérych jest klasteryna
(ang. clusterin, CLU), odgrywajaca bardzo istotng role w procesie zaptodnienia. Niniejsza praca stanowi
przeglad dostepnego pismiennictwa, dotyczgcego potencjalnej roli klasteryny w meskiej ptodnosci.
Opis: Klasteryna, obecna w plazmie nasienia, jest syntetyzowana m. in. w jadrach, najadrzach
i kanalikach nasiennych. Produkt genu CLU, obecnego na chromosomie 8., to heterodimer, zbudowany
z dwéch podjednostek: alfa i beta, potagczonych piecioma mostkami disiarczkowymi. Badania in vitro
wykazaty, ze CLU jest glikozylowana w ok. 30%, posiada maksymalnie 6 miejsc glikozylacji, a jej glikany
charakteryzuja sie ekspresjg fukozy, antygenu grupowego krwi H i struktur typu Lewis*/Lewis® oraz
Lewis'/Lewis®. CLU odgrywa wiele istotnych biologicznie funkcji, uczestniczac m. in. w reakgji
kapacytacji oraz indukcji tolerancji immunologicznej w zenskich drogach rozrodczych. Jest ona réwniez
czutym biomarkerem stresu oksydacyjnego i posiada aktywnos¢ chaperonowga. Wykazano, ze stezenie
CLU w plazmie nasienia nieptodnych pacjentéw jest istotnie nizsze w poréwnaniu z mezczyznami
ptodnymi. Wykazano takze istnienie negatywnej zaleznosci miedzy koncentracjg tej glikoproteiny
a nieprawidtowa morfologia plemnikéw, niedoborem protamin i fragmentacja DNA. Pojawity sie
rowniez prace, w ktorych przedstawiono istnienie pozytywnej korelacji miedzy stezeniem CLU
a odsetkiem nieprawidtowych form plemnikéw, jak réwniez wystepowaniem fragmentacji DNA.
Klasteryna moze stac¢ sie pomocnym czynnikiem predykcyjnym powodzenia procedury zaptodnienia
metodami in vitro. Wykazano, ze pacjenci, u ktérych procedura wspomaganego rozrodu zakoriczyta sie
powodzeniem, wykazywali nadekspresje tej glikoproteiny w plazmie nasienia. Ciekawym aspektem jest
takze analiza zmian profilu i stopnia glikozylacji CLU w kontekscie nieprawidtowosci obserwowanych
w wynikach standardowej oceny nasienia oraz ekspresji parametréow stresu oksydacyjnego.
Podsumowanie: Ze wzgledu na fakt, iz klasteryna odgrywa bardzo istotng role w procesie dojrzewania
plemnikéw oraz zaptodnienia, zgtebienie molekularnych mechanizmdéw majacych zwigzek z funkcjami
CLU dotyczacymi meskiej rozrodczosci jest interesujgcym zagadnieniem, ktére jednak wymaga
dalszych badan, w tym w kontekscie ekspresji markerow stresu oksydacyjnego, wywotujgcego
nieodwracalne uszkodzenia DNA oraz ewentualnych zmian w jej glikozylacji. Doktadniejsze poznanie
mechanizmdéw zwigzanych z wptywem tego biatka na meskg ptodnos¢ moze przyczynic sie do lepszej
diagnostyki meskiej nieptodnosci, co jest szczegdlnie istotne w przypadku tzw. nieptodnosci
idiopatyczne;j.
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P14 Ocena zaleznosci miedzy stezeniem kinazy biatkowej aktywowanej przez 5'-AMP
a profilem lipidowym krwi obwodowej u 0séb z zespotem metabolicznym
Sylwia Ptaczkowska?, Ewa Zurawska-Ptaksej?®, Michat Wesotowski', Anna Szymariska-Chabowska*

! Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Diagnostyczne Laboratorium Naukowo-Dydaktyczne,
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wroctaw

2Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny
we Wroctawiu

3Katedra i Zaktad Toksykologii, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
Wroctaw

“Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Zawodowych, Nadcisnienia Tetniczego i Onkologii
Klinicznej, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep i cel pracy: Zaburzenia metaboliczne sktadajgce sie na zespdt metaboliczny sg zaliczane do
gtownych czynnikdw ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych. Gtéwnym szlakiem
biochemicznym faczagcym charakterystyczne dla zespotu metabolicznego zmniejszenie aktywnosci
fizycznej i dodatni bilans energetyczny, jest szlak kinazy biatkowej aktywowanej przez 5'-AMP (AMPK).
Aktywnosc kinazy biatkowej aktywowanej przez 5'-AMP jest bardzo wazna dla utrzymania homeostazy
energetycznej na poziomie komdrkowym oraz catego organizmu, odgrywa wazng role w regulacji
przemian lipidow i biatek, poprzez stymulacje katabolizmu i jednoczesne hamowanie szlakéw
anabolicznych  komoérkowego metabolizmu  energetycznego. Zaréwno fizjologiczna, jak
i farmakologiczna aktywacja kinazy biatkowej aktywowanej przez 5'-AMP, moze poprawi¢ wrazliwos¢
tkanek na insuline oraz zmniejszy¢ nasilenie czynnikdéw ryzyka choréb sercowo-naczyniowych. Celem
pracy byto zbadanie istnienia zaleznosci miedzy stezeniem kinazy biatkowej aktywowanej przez
5'-AMP a profilem lipidowym krwi obwodowej u 0séb z zespotem metabolicznym w réznym wieku.
Materiaty i metody: W badaniu wzieto udziat 80 pacjentéw, ktdrzy zostali przydzieleni do czterech
réownolicznych grup: mtodych zdrowych, mtodych z zespotem metabolicznym (obie grupy w wieku
20-39 lat), starszych zdrowych i starszych z zespotem metabolicznym (obie grupy w wieku 40-78 lat).
U wszystkich pacjentdéw zebrano wywiad epidemiologiczny, dokonano pomiaru cisnienia krwi tetniczej
oraz parametrow antropometrycznych, a w prébkach krwi pobranej na czczo oznaczono stezenie
glukozy, cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji HDL i LDL, trigliceryddéw oraz kinazy biatkowej
aktywowanej przez 5'-AMP.

Whyniki: U 0sdb starszych z zespotem metabolicznym stezenia kinazy biatkowej aktywowanej przez
5'-AMP w surowicy byly nizsze niz u oséb mtodych (bez wzgledu na wystepowanie zespotu
metabolicznego) oraz starszych bez zespotu metabolicznego, jednak obserwowana réznica byta istotna
tylko w poréwnaniu do os6b mtodych bez zespotu metabolicznego (Me AMPK: 19,0 [18,1-26,5] ng/ml
vs 32,1 [19,0-52,7] ng/ml; p=0,030). Wykazano réwniez, ze w grupie osOb starszych z zespotem
metabolicznym istotnie nizsze stezenia AMPK zwigzane byly z nieprawidtowo niskimi warto$ciami
stezen cholesterolu frakcji HDL (Me AMPK: 18,6 [17,3-19,1] ng/ml vs 26,5 [18,8-28,2] ng/ml; p=0,014)
i nieprawidtowo wysokimi stezeniami triglicerydow (Me AMPK: 18,5 [18,0-18,9] ng/ml
vs 25,7 [19,1-28,2] ng/ml; p=0,015).

Whioski: Wystepowanie obnizonego stezenia AMPK zwigzane byto z rozpoznaniem zespotu
metabolicznego tylko w grupie osdb starszych, a gtéwnymi lipidowymi czynnikami zwigzanymi z tg
zaleznoscig byly nieprawidtowo niskie stezenia cholesterolu HDL oraz hipertriglicerydemia. Otrzymane
przez nas wyniki wskazuja, ze obnizone stezenie AMPK u 0séb z zespotem metabolicznym jest zwigzane
ze starszym wiekiem i/lub dtugoletnim przebiegiem zaburzen metabolicznych, jednakze wysuniete
whnioski wymagajg potwierdzenia w badaniu przeprowadzonym na liczniejszej grupie pacjentow.
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P15 Wykorzystanie ciggtej mechanicznej perfuzji nerki szczurzej w hipotermii jako modelu
dawcy po $mierci sercowej — metodyka
Anna Radajewska, Iwona Bil-Lula, Jakub Szyller, Anna Krzywonos-Zawadzka

Katedra Analityki Medycznej, Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Wstep i cel pracy: Przeszczepienie nerki jest jednym z najczesciej wykonywanych zabiegéw
transplantacyjnych, a dodatkowo gwarantuje poprawe jakosci zycia chorym dializowanym i ze
schytkowg niewydolnoscig nerek. Zgoda na wykorzystywanie organdw, uzyskanych od zmartych
dawcéw z powodu ustania krazenia, zwiekszyta pule organéw do przeszczepienia, jednoczesnie
stawiajgc nowe wyzwania, ze wzgledu na wydtuzony okres niedokrwienia i hipoksji narzgdu. Kwasica,
zmniejszenie integralnosci btony komdrkowej, aktywacja metaloproteinaz macierzy pozakomérkowej,
a takze wzrost aktywnosci wolnych rodnikéw zwiekszajg uszkodzenie komdrek wraz z wydtuzeniem
czasu przechowywania narzadu. Celem pracy byta optymalizacja metody przechowywania nerki
szczurzej od dawcy po Smierci sercowej przeznaczonej do przeszczepienia, dzieki zastosowaniu ciggtej
mechanicznej perfuzji w hipotermii.

Materiaty i metody: W pracy wykorzystano nerki szczurze, pobrane od samcéw Wistar o masie
270-320 g. Po znieczuleniu i uspieniu zwierzat, jama brzuszna zostata nacieta metodg laparotomii
posrodkowej w celu odstoniecia lewej nerki. Nerke poddano lokalnej ischemii na skutek okluzji lewej
tetnicy nerkowej in situ przez 30 min (czas cieptego niedokrwienia). Nastepnie nerka zostata
wyekstrahowana i przeptukana 100 ml ptynu KPS-1 metoda ciggtej mechanicznej perfuzji w hipotermii
(aparat CMP, Emka Technologies, Francja) przez 1 h. Po przeptukaniu narzadu nerke umieszczono
w 100 ml ptynu KPS-1 i perfundowano mechanicznie w hipotermii przez kolejne 22 h (czas zimnego
niedokrwienia). Nastepnie nerki zwazono i zamrozono w cieklym azocie do dalszych badan
biochemicznych. Podczas perfuzji co 6 godzin pobierano ptyn perfuzyjny (2 ml), ktéry po zwirowaniu
stanowit materiat do oceny markerow uszkodzenia (KIM-1, NGAL, LDH, CytOx).
Wyniki: Zaproponowana metoda ciggtej mechanicznej perfuzji w hipotermii umozliwia monitorowanie
parametréw hemodynamicznych parametrdw pracy nerki, cisnienia oraz przeptywu, podczas perfuzji.
Ustalono iz optymalny czas perfuzji, umozliwiajagcy ocene zmian niedokrwiennych podczas
przechowywania to 23 h. Analiza wykazata, ze optymalne wartosci cisnienia i przeptywu (nie
powodujgce uszkodzenia nerki) podczas perfuzji to < 50 mmHg oraz 0,15 ml/min.

Whioski: Uwazamy, iz zaproponowany model zimnej, ciggtej perfuzji mechanicznej pozwala na staty
monitoring parametrow hemodynamicznych pracy nerki oraz biochemicznych markeréw uszkodzenia
podczas przechowywania. Dodatkowo, zaproponowany model bedzie idealnym narzedziem do
dalszych badan eksperymentalnych polegajacych na farmakologicznej modyfikacji ptynu
prezewacyjnego zmniejszajgcego skutki uszkodzenia narzgdu podczas przechowywania.

Badanie finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, w ramach projektu nr. UMO-
2017/27/B/NZ4/00601.
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P16 Sirtuiny jako multipotencjalne markery diagnostyczne
Katarzyna Sotkiewicz!, Agnieszka Kaczmarek!, Agnieszka Piwowar?, Ewa Maria Kratz!

1 Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

2 Katedra i Zaktad Toksykologii, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich
we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep: Sirtuiny (SIRT) to biatka enzymatyczne, ktére odgrywajg istotng role w funkcjonowaniu
ludzkiego organizmu. Przypisuje sie im udziat w licznych procesach zachodzacych w komérkach m. in.
w potranslacyjnej modyfikacji biatek, wyciszaniu transkrypcji gendéw, indukowaniu proceséw
naprawczych, a takze w regulacji procesdw metabolicznych. Wykazano réwniez, ze sirtuiny odgrywaja
istotng role w obnizaniu poziomu reaktywnych form tlenu, jak réwniez w stymulacji wzrostu komérek,
ich starzeniu sie i Smierci. Tak szeroki zakres proceséw, na ktére majg wptyw sirtuiny, powoduje, ze
w ostatnim czasie sirtuiny staty sie obiektem wielu badann majgcych na celu nie tylko szczegétowe
poznanie mechanizméw ich dziatania i odgrywanej przez nie roli biologicznej, ale takze wykorzystania
ich jako potencjalnych markeréw diagnostycznych.

Opis: Sirtuiny 1-7 nalezg do rodziny deacetylaz aktywnych wobec czasteczek lizyny histondéw, ktérych
aktywnos¢ zalezy od dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD?) [1]. Grupe wszystkich sirtuin
cechuje obecnos¢ rdzenia katalitycznego, statego fragmentu aminokwasowego zbudowanego z ok. 275
aminokwasow. Czescia zmienng jest dtugos¢ sekwencji aminokwasowej na N- i C-koricach
poszczegdlnych homologdéw, co wptywa na ich zréznicowang mase czasteczkowa [2]. Sirtuiny sa
zaangazowane w liczne procesy zachodzgce w komérce. Sirtuiny 1-3, oprdécz udziatu w procesie
deacetylacji, posiadajg rowniez zdolnos¢ do usuwania reszt acylowych z biatek. Sirtuina 4 uczestniczy
w reakcji deacetylacji i lipoamidacji, przyczyniajgc sie do utrzymania odpowiedniego stezenia lipidéw
w organizmie. Sirtuina 5 ma zdolnos¢ modyfikacji zwigzkéw posiadajgcych grupe malonylowg lub
sukcynylowga, wptywajgc tym samym na tempo przebiegu podstawowych proceséw metabolicznych
w komdrkach ssakéw. Sirtuina 6 wykazuje wtasciwosci przeciwnowotworowe, co jest zwigzane ze
zwiekszong aktywnoscig deacylazy, a przez to ma ona zdolnos¢ tatwiejszego usuwania grup acylowych
z reszt lizyny, wptywajgc rownoczesnie na zwiekszenie wydzielania czynnika martwicy nowotworéw o
(TNFa). Sirtuina 7 poprzez deacetylacje reszt lizyny przyczynia sie do wyciszania transkrypcji genow [1].
Ze wzgledu na ich lokalizacje w komdrce wyrdznia sie sirtuiny jadrowe, mitochondrialne
i cytoplazmatyczne [3]. Substratami dla reakgcji katalizowanych przez sirtuiny moga by¢ takze biatka,
takie jak czynniki transkrypcyjne, biatka enzymatyczne i strukturalne, co znaczaco wptywa na
poszerzenie spektrum ich dziatania w procesach fizjologicznych i/lub patologicznych [4].
Podsumowanie: Sirtuiny poprzez wielokierunkowos¢ ich oddziatywan uczestniczg w regulacji wielu
proceséw metabolicznych w organizmie, odgrywajac istotng role zaréwno w utrzymaniu homeostazy
organizmu, jak i w patogenezie wielu stanéw chorobowych. Zréznicowana lokalizacja narzadowa
poszczegblnych sirtuin czyni je takze multipotencjalnymi markerami, ktére mogg wzbogaci¢ panel
diagnostyczny wielu schorzen.

PisSmiennictwo:

[1] Frydziriska Z., Owczarek A., Winiarska K.: Sirtuins and their role in metabolism regulation. Postepy Biochem.,
2019;22;65(1):31-40

[2] Mei Z., Zhang X., Yi J., Huang J., He J., Tao Y.: Sirtuins in metabolism, DNA repair and cancer. J. Exp. Clin.
Cancer Res., 2016;35:182

[3] Greiss S., Gartner A.: Sirtuin/Sir2 phylogeny, evolutionary considerations and structural conservation. Mol.
Cells. 2009;28;407-415

[4] Lipska K., Filip A.A., Gumieniczek A.: Postepy w badaniach nad inhibitorami deacetylaz histondw jako lekami
przeciwnowotworowymi. Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; 72: 1018-1031
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P17 Antyoksydacyjne dziatanie biatka Klotho podczas uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego kardiomiocytéw
Agnieszka Olejnik, Marta Banaszkiewicz, Anna Krzywonos-Zawadzka, Iwona Bil-Lula

Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

Wstep i cel: Ostre niedokrwienie z nastepcza reperfuzjg (I/R) prowadzi do stresu oksydacyjnego,
aktywacji enzymow proteolitycznych i degradacji biatek kurczliwych serca. Klotho jest biatkiem
transbtonowym, produkowanym gtéwnie w nerkach i mézgu. Ostatnie doniesienia naukowe wskazuja
na ekspresje Klotho réwniez w komérkach serca. Celem pracy byta ocena wptywu biatka Klotho na stres
oksydacyjny i uszkodzenie kardiomiocytow podczas I/R.

Materiaty i metody: W badaniach zastosowano linie komérkowa ludzkich kardiomiocytéw (HCM).
Grupe kontrolng stanowity komoérki utrzymywane w warunkach tlenowych, grupe badang komérki
poddane I/R in vitro, w ktérej czes$¢ byta inkubowana z rekombinowanym biatkiem Klotho (I/R+Klotho).
Badania obejmowaty ocene nasilenia stresu oksydacyjnego, aktywacji enzymdw proteolitycznych oraz
stopnia degradac;ji biatek kurczliwych w HCM.

Wyniki: Catkowita aktywnos¢ reaktywnych form tlenu i azotu (ROS/RNS) byta istotnie wyzsza (p<0,05)
w HCM z grupy I/R w poréwnaniu z grupg tlenowa. Catkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna (TAC) komérek
ujemnie korelowata z aktywnoscig ROS/RNS (p<0,05, r =-0,49). Inkubacja komdrek poddanych
uszkodzeniu z biatkiem Klotho ograniczyta produkcje ROS/RNS (p<0,05) i wzmocnita ich zdolnosé
antyoksydacyjng (p<0,05). Stezenie metaloproteinazy macierzy pozakomarkowej 2 (MMP-2) byto
istotnie nizsze (p<0,05) w komodrkach poddanych I/R niz w grupie tlenowej. Aktywno$¢ MMP-2
w supernatantach komérkowych byta istotnie wyzsza (p<0,05) w grupie I/R w pordéwnaniu do grupy
tlenowej, co $wiadczy o uwalnianiu MMP-2 do przestrzeni pozakomdrkowej podczas uszkodzenia I/R.
Aktywnos$¢ MMP-2 pozytywnie korelowata z produkcjg ROS/RNS (p<0,05, r=0,49). Inkubacja komérek
z biatkiem Klotho podczas I/R istotnie zmniejszyta (p<0,05) ilos¢ uwalnianego MMP-2
i pozakomorkowsq aktywnos$é MMP-2. Stezenie tancuchdw lekkich miozyny (MLC1) w supernatantach
komdrkowych pozytywnie korelowato z aktywnoscig ROS/RNS (p<0,05, r = 0,36), co wskazuje na
degradacje i uwalnianie MLC1 do przestrzeni pozakomodrkowej podczas I/R. Stezenie MLC1
w supernatantach komérkowych byto istotnie nizsze (p<0,05) w grupie I/R+Klotho, sugerujac
ograniczong degradacje.

Whioski: Biatko Klotho ochronito kardiomiocyty przed uszkodzeniem poprzez ograniczenie stresu
oksydacyjnego oraz zwiekszenie zdolnosci antyoksydacyjnej komodrek. W badaniach wykazano
redukcje degradacji biatek kurczliwych przez enzymy proteolityczne po zastosowaniu biatka Klotho
podczas I/R, sugerujgc dziatanie kardioprotekcyjne Klotho.

Badania finansowane byty przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w programie ,,Regionalna
Inicjatywa Doskonatosci”, numer projektu RID.Z501.19.010.
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P18 Zmiany aktywnosci Zelatynazy B w czasie przechowywania koncentratéw krwinek
ptytkowych — badania wstepne

Alina Rak-Pasikowska?, Kornela Hatucha?, Dominika Kunachowicz?, Stella Kielan?, Agnieszka Sapa-
Wojciechowska?, Aneta Wrzyszcz®, Iwona Bil-Lula?

! Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej, Wydziat
Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

2SKN Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu
3Dolnoslgskie Centrum Onkologii we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep i cel pracy: Metaloproteinazy (MMP) to enzymy nalezgce do grupy endopeptydaz zaleznych od
cynku i wapnia, ktore uczestniczg m.in. w degradacji sktadnikdw macierzy zewnatrzkomérkowej i jej
remodelingu. Badania wykazaty, ze ich ekspresja ma istotne znaczenie dla migracji megakariocytéw
oraz uwalniania ptytek krwi. Obecnos¢ kilku typéw metaloproteinaz, w tym MMP-9 (zelatynazy B),
zostata wykryta w ptytkach krwi. Na podstawie badan dotyczagcych MMP-9, przypisuje sie jej role
inhibitora aktywacji trombocytéw. Metaloproteinazy sg rowniez uwalniane przez inne tkanki i komaorki
organizmu np. leukocyty, co moze mie¢ wptyw na aktywno$é¢ MMP-9 w koncentratach krwinek
ptytkowych (KKP) — preparatach krwiopochodnych niezbednych m.in. w leczeniu zaburzen funkcji
ptytek krwi. Celem pracy byta ocena zmian aktywnosci MMP-9 w KKP podczas ich przechowywania.
Materiaty i metody: Trzy KKP zostaty przygotowane w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa we Wroctawiu. Kazdy KKP na etapie przygotowywania zostat podzielony na trzy
czesci. Jedna z czesci zostata poddana filtracji (F), do drugiej dodano doksycykliny (D) jako inhibitora
metaloproteinaz (osiggajac koncowe stezenie w koncentracie 10 puM), trzecia cze$¢ nie byta
poddawana dodatkowym procesom (NF). Otrzymane w ten sposob koncentraty byty przechowywane
jednoczesnie w takich samych warunkach, odpowiadajacych standardowym warunkom
przechowywania KKP. Prébki koncentratéw byty oddzielane od gtdwnego pojemnika w dniu
przygotowania (0 godzin) oraz po 24, 48, 72 i 144 godzinach przechowywania. Z czesci kazdej
oddzielonej prébki wyizolowano ptytki krwi wykorzystujgc metode opracowang w Katedrze Analityki
Medycznej. Drugg czes$¢ kazdej prébki poddano dwukrotnemu wirowaniu (900 x g przez 10 minut)
w celu uzyskania nadsgczu bez komérek, stanowigcego Srodowisko, w ktérym zawieszone byty ptytki.
W kazdej uzyskanej prébce (izolowane ptytki oraz nadsgcze) oznaczono aktywnos¢ MMP-9,
wykorzystujgc do tego metode zymografii zelatynowej. Analize wynikdw przeprowadzono
w programie Statistica 13.3.

Wyniki: W celu oceny zmiany aktywnosci MMP-9 w czasie przechowywania przeprowadzono analize
wariancji powtarzanych pomiaréw dla rang Friedmana. Nie stwierdzono istotnych zmian aktywnosci
MMP-9 w wyizolowanych ptytkach krwi w czasie przechowywania w zadnym rodzaju KKP
(F p = 0,71125; NF p = 0,85569; D p = 0,40601). Istotnych zmian nie zaobserwowano réwniez
w nadsgczach (F p=0,71125; NF p = 0,76027; D p = 0,56904). Przy uzyciu testu Wilcoxona poréwnano
rézne rodzaje preparatow (NF i F oraz NF i D). Nie zaobserwowano istotnych réznic w aktywnosci
MMP-9 zaréwno w ptytkach, jak i w nadsgczach, pomiedzy réznymi rodzajami KKP.

Whioski: Aktywnosé MMP-9 nie ulega zmianie w czasie przechowywania KKP niezaleznie od dodatku
doksycykliny lub obecnosci leukocytéw. Jednak w celu potwierdzenia wyciggnietych wnioskéw
badania niewatpliwie nalezy rozszerzy¢ o kolejne koncentraty.
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P19 Biatko Klotho wspomaga funkcje metaboliczne kardiomiocytéw i dziata ochronnie na
serce podczas uszkodzenia niedokrwienno/reperfuzyjnego
Agnieszka Olejnik, Anna Krzywonos-Zawadzka, Marta Banaszkiewicz, Iwona Bil-Lula

Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

Wstep i cel: Podczas ostrego niedokrwienia z nastepcza reperfuzjg (I/R) obserwuje sie zmiany
strukturalne i funkcjonalne tkanki sercowej. Ekspresja biatka Klotho ma miejsce gtéwnie w nerkach
i mdzgu. Biatko to jest réwniez uwalniane do przestrzeni pozakomérkowej i ptynédw ustrojowych.
Badania potwierdzajg wtasciwosci antyoksydacyjne, antyapoptotyczne i przeciwzapalne biatka Klotho.
Celem pracy byta ocena wptywu biatka Klotho na funkcje metaboliczne kardiomiocytéw i uszkodzenie
serca podczas I/R.

Materiaty i metody: W badaniach zastosowano linie komdrkowg ludzkich kardiomiocytéw (HCM) oraz
model izolowanych serc szczurzych. HCM i wyizolowane serca poddano uszkodzeniu I/R z podazg lub
nie biatka Klotho. Grupe kontrolng stanowity komarki/serca utrzymywane w warunkach tlenowych.
Analizowano stopien uszkodzenia i funkcje metaboliczne w HCM oraz aktywno$¢ enzymoéw
proteolitycznych w izolowanych sercach.

Wyniki: Aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) jako markera uszkodzenia byta istotnie wyzsza
(p<0,05) w HCM z grupy I/R w poréwnaniu do komédrek utrzymywanych w warunkach tlenowych.
Inkubacja HCM z biatkiem Klotho znaczaco obnizyta aktywnos¢ LDH (p<0,05)
w komodrkach poddanych uszkodzeniu I/R. Wykazano obnizony wychwyt glukozy (p<0,05)
i zwiekszong produkcje mleczanéw (p<0,05) przez HCM podczas I/R. Wychwyt glukozy ujemnie
korelowat z aktywnoscig LDH (p<0,05, r=-0,65), a produkcja mleczandw dodatnio korelowata
z aktywnoscig LDH (p<0,05, r=0,39). Inkubacja HCM z Klotho ustabilizowata wychwyt glukozy (p<0,05)
i ograniczyta produkcje mleczandw (p<0,05) w warunkach I/R. Stezenie i aktywno$¢ metaloproteinaz
macierzy pozakomoérkowej 2 i 9 (MMP-2, MMP-9) w sercach bylo istotnie wyzsze
w grupie I/R. Podaz Klotho podczas I/R istotnie ograniczyta stezenie i aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9
(p<0,05) w izolowanych sercach.

Whioski: Biatko Klotho ograniczyto uszkodzenie i zaburzenia metaboliczne kardiomiocytéw oraz
chronito serce przed aktywacjg enzymow proteolitycznych. Badania sugerujg zastosowanie Klotho jako
potencjalnego czynnika kardioprewencyjnego/kardioprotekcyjnego podczas niedokrwiennego
uszkodzenia serca.

Badania finansowane byty przez Narodowe Centrum Nauki [2019/33/N/NZ3/01649].
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P20 Dwusktadnikowa mieszanina inhibitoré6w poprawia kurczliwos$é¢ kardiomiocytéw
poddanych niedokrwieniu i reperfuzji

Anna Krzywonos-Zawadzka®, Marta Banaszkiewicz!, Agnieszka Olejnik!, Agnieszka Krysta?, Iwona Bil-
Lula®

1 Katedra Analityki Medycznej, Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

2Studenckie Koto Naukowe przy Pracowni Perfuzji Serca, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich
we Wroctawiu

Wstep i cel pracy: Wsrdd gtownych czynnikdw przyczyniajacych sie do uszkodzenia serca podczas
niedokrwienia/reperfuzji (I/R) s3: zwiekszone wytwarzanie nadtlenoazotynu (ONOQO") i zwiekszona
aktywacja metaloproteinazy 2 macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP-2). Wykazano, ze stres
oksydacyjny podczas I/R indukuje fosforylacje i nitrowanie/nitrozylacje biatek kurczliwych miesnia
sercowego, takich jak tancuchy lekkie miozyny (MLC1 i MLC2). Fosforylacja i nitrowanie/nitrozylacja
MLC zwiekszajg ich degradacje przez MMP-2, co prowadzi do zaburzenia funkcji skurczowej serca.
Wykazano réowniez, ze ONOO™ posrednio aktywuje MMP-2.

We weczesniejszych pracach wykazalismy, ze podanie azotanowej pochodnej barbituranéw chroni
serce przed uszkodzeniem I/R [1]. Celem tego badania byta ocena, czy podawanie mieszaniny
podprogowych dawek inhibitora kinazy taricuchéw lekkich miozyny (ML-7 (0,5 uM)) oraz inhibitora
MMPs (azotanowej pochodnej barbituranéw (0,1 pM)) wptywa ochronnie na kurczliwosé
kardiomiocytéw poddanych I/R.

Materiaty i metody: Wyizolowane serca szczurze samcéw rasy Wistar o masie 300-350 g
perfundowano buforem Krebsa w aparacie do perfuzji firmy EMKA Technologies (metoda
Langendorffa). Serca perfundowano 25 min w warunkach tlenowych, nastepnie poddano je 20 min
globalnemu niedokrwieniu i 30 min reperfuzji. Mieszanine inhibitoréw podawano na 10 min przed i 10
min po niedokrwieniu. Wskazniki hemodynamiczne serca monitorowano przez wyznaczenie RPP:
ilorazu maksymalnej réznicy ci$nienia skurczowego i rozkurczowego w lewej komorze i czestotliwosci
skurczéw serca. Dodatkowo w tkance sercowej oraz w ptynie perfuzyjnym oznaczono parametry
biochemiczne: MMP-2 i LDH, a takie dokonano oceny kurczliwosci wyizolowanych szczurzych
kardiomiocytéw (lonOptix, Milton, MA, USA).

Wyniki: Parametry hemodynamiczne pracy serca byty znaczaco obnizone w sercach poddanych I/R
w stosunku do kontroli tlenowej. Podanie mieszaniny poprawito wszystkie analizowane parametry
hemodynamiczne (p <0,05). Zarowno w homogenatach serc, jak i perfuzatach wykazano zwiekszong
aktywnos$¢ MMP-2 oraz aktywno$¢ LDH w grupie I/R w poréwnaniu z kontrolg tlenowa. Zastosowanie
mieszaniny znacznie obnizyto aktywnosé MMP-2 (w tkance serca p = 0,04 i perfuzatach p = 0,008) oraz
poprawito kurczliwos$é kardiomiocytéow (p = 0,0004).

Whioski: Wykazalismy, ze jednoczesne podanie subterapeutycznych dawek azotanowe] pochodnej
barbituranéw (0,1 uM) oraz ML-7 (0,5 uM) poprawia mechaniczng funkcje serca. Podanie mieszaniny
zmniejsza aktywno$¢ LDH, zapobiega wzrostowi aktywnosci MMP-2 w wyniku I/R oraz chroni MLC1
przed degradacjg, poprawiajgc kurczliwosé kardiomiocytow.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr UMO-2016/23/B/NZ3/03151,
finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki.

PisSmiennictwo:
[1] Krzywonos-Zawadzka A i wsp. Pharmacological Protection of Kidney Grafts from Cold Perfusion-Induced
Injury. Biomed Res Int. 2019,14:9617087.
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P21 Zmiany w aktywnosci MMP-2 ptytek krwi w warunkach chemicznego niedokrwienia
i reperfuzji — badania wstepne
Kornela Hatucha?, Alina Rak-Pasikowska?, Aneta Wrzyszcz?, lwona Bil-Lula?

1Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej,
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw
2Dolnoslgskie Centrum Onkologii we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep i cel pracy: Poza powszechnie znang rolg ptytek krwi w utrzymaniu hemostazy, ptytki krwi
zostaty powigzane m.in. z procesem gojenia sie ran i patomechanizmem wielu choréb, w tym choréb
sercowo-naczyniowych. Aktywacja ptytek krwi w zawale miesnia serca moze by¢ spowodowana
obecnoscig komponentu zapalnego, poniewaz nie wykazano wptywu niedokrwienia na stopnien
aktywacji ptytek krwi u pacjentéw z niewydolnoscia serca. Ptytki krwi zawierajg i, w wyniku aktywacji,
uwalniajg do otoczenia metaloproteinaze 2 (MMP-2), w iloSci zaleznej od stopnia aktywacji ptytek krwi.
Jest prawdopodobne, ze MMP-2 uwolniona z ptytek krwi moze powodowac aktywacje kolejnych ptytek
krwi, a takze mie¢ wtasciwosci proagregacyjne. Celem pracy byto zbadanie zmian w aktywnosci
MMP-2 w ptytkach krwi poddanych chemicznemu niedokrwieniu i reperfuzji (N/R).

Materiat i metody: Materiat do badan stanowity ptytki krwi wyizolowane z krwi pobranej na cytrynian
sodu od pieciu zdrowych ochotnikéw. Izolacja ptytek krwi zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu
ciggtego gradientu gestosci OptiPrep (Sigma-Aldrich) metodg opracowang w Katedrze Analityki
Medycznej. Wyizolowane ptytki krwi zostaty poddane procedurze N/R sktadajgce;j sie z trzech etapdw:
15 minut stabilizacji, 9 minut hipoksji oraz reperfuzji trwajacej 10 lub 20 minut. Na etapach stabilizacji
i reperfuzji ptytki krwi zawieszone byty w buforze HEPES z dodatkiem 55 pumol/l CaCl; i 0,75 mg/ml
albuminy surowicy bydlecej (BSA). Hipoksja zostata wywotana dodatkiem 0,4 mmol/l cyjanku sodu —
inhibitora oddychania tlenowego oraz 4,4 mmol/l 2-deoksyglukozy, ktéra jest inhibitorem glikolizy.
Badania w serii kontrolnej zostaty przeprowadzone analogicznie do serii badanej, z wyjatkiem etapu
hipoksji — do prébek w serii kontrolnej zostata dodana $wieza porcja buforu uzytego na etapie
stabilizacji i reperfuzji. Aktywnosé¢ MMP-2 zostata oceniona metoda zymografii zelatynowej w ptytkach
krwi zabezpieczonych po kazdym etapie procedury. Zymogramy zostaty zeskanowane przy uzyciu
densytometru (BioRad GS-800) i analizowane przy uzyciu oprogramowania Quantity One (BioRad).
Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad Prism v.5.

Wyniki: W serii badanej zaobserwowano ciaggty spadek aktywnosci MMP-2 w ptytkach krwi na kazdym
etapie procedury N/R (p=0,004). Po etapie hipoksji aktywnos¢ MMP-2 w ptytkach krwi spadta 0 62,74%
w porownaniu do wartosci uzyskanych po etapie stabilizacji. Po etapie 10 i 20 minutowej reperfuzji
aktywnos¢ MMP-2 w ptytkach krwi ulegta obnizeniu o odpowiednio 74,58% i 75,57%
w porédwnaniu do wartosci uzyskanych po etapie stabilizacji. Po etapie hipoksji i reperfuzji aktywnosé
MMP-2 byta wyzsza w serii kontrolnej niz w serii badanej, po ostatnim etapie procedury (20 minutowe;j
reperfuzji) aktywnos¢ MMP-2 w serii badanej byta nizsza o okoto 46% (p=0,043) w poréwnaniu do serii
kontrolnej.

Whioski: Aktywnos$é MMP-2 w ptytkach krwi w wyniku N/R ulegta obnizeniu, co najprawdopodobniej
byto spowodowane uwolnieniem MMP-2 z ptytek krwi i $wiadczy o aktywacji ptytek krwi w warunkach
N/R.
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P22 Normalizacja biodostepnosci tlenku azotu w sercach poddanych niedokrwieniu
i reperfuzji
Anna Krzywonos-Zawadzka, Agnieszka Olejnik, Marta Banaszkiewicz, Iwona Bil-Lula

Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep i cel pracy: Patofizjologia uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego (I/R) jest ztozona
i wymaga wielokierunkowych dziatan w celu osiggniecia pozgdanych efektéw terapeutycznych.
Gtéwnymi czynnikami przyczyniajgcymi sie do uszkodzen I/R s3: zwiekszony stres oksydacyjny,
zwiekszona ekspresja syntazy tlenku azotu (NOS), aktywacja metaloproteinaz macierzy
pozakomérkowej (MMPs), a takze potranslacyjne modyfikacje biatek kurczliwych, co czyni je bardziej
podatnymi na degradacje proteolityczng. Wzmozona produkcja tlenku azotu (NO) oraz
nadtlenoazotynu (ONOO™) w miejscu I/R prowadzi do niefizjologicznej nitracji/nitrozylacji biatek
kurczliwych kardiomiocytéw i dziatania cytotoksycznego ONOO™. Zaréwno nitracja/nitrozylacja, jak
i fosforylacja tancuchow lekkich miozyny 1 (MLC1) zwiekszajg podatnosé biatek kurczliwych na ich
proteolityczng degradacje pod wptywem MMP-2. W celu ochrony serca przed cytotoksycznym
efektem I/R proponujemy zastosowanie mieszaniny stezen trzech inhibitoréw: doksycykliny (inhibitor
MMP-2), L-NAME (nieselektywny inhibitor NOS) i ML-7 (inhibitor kinazy tancuchéw lekkich miozyny).
Materiaty i metody: Kardioprotekcyjne dziatanie mieszaniny badano metodg Langendorffa na
izolowanych sercach szczura. Wyizolowane serca samcéw rasy Wistar o masie 300-350 g poddano
perfuzji buforem Krebsa na aparacie do perfuzji serc szczurzych firmy EMKA Technologies. Serca
perfundowano 25 min w warunkach tlenowych, nastepnie poddano je 20 min globalnemu
niedokrwieniu i 30 min reperfuzji. Inhibitory enzyméw podawano na 10 min przed i 10 min po
niedokrwieniu. Wskazniki hemodynamiczne serca monitorowano przez wyznaczenie ilorazu
maksymalnej rdznicy cisnienia skurczowego i rozkurczowego w lewej komorze i czestotliwosci
skurczow serca. Dodatkowo w tkance sercowej oznaczono parametry biochemiczne: MMP-2, LDH,
iNOS, eNOS, eNOS S1177, ADMA, NO.

Wyniki: Zastosowanie mieszaniny: Doxy (1,0 uM), ML-7 (0,5 uM) i L-NAME (2 uM) zwieksza odzysk
mechanicznej funkcji serca, prowadzi do normalizacji aktywnosci MMP-2 oraz redukcji syntezy iNOS
oraz ADMA. W konsekwencji stezenie NO wrasta do poziomu obserwowanego w kontroli tlenowej.
Whioski: Mieszanina niskich stezen inhibitorow MMP-2, MLC i NOS hamuje produkcje NOS i ADMA
oraz normalizuje biodostepnos¢ NO. Mieszanina Doxy, ML-7 i L-NAME chroni serce przed
uszkodzeniem w wyniku I/R i moze stanowi¢ nowg strategie farmakologicznej prewencji lub leczenia
w praktyce klinicznej.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2016/23/B/NZ3/03151 finansowanego
ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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P23 Doksycyklina chroni nerki przeznaczone do transplantacji podczas zimnej perfuzji —
analiza proteomiczna
Iwona Bil-Lula®, Michael Mosser?, Anna Krzywonos-Zawadzka?, Grzegorz Sawicki®?

1Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej,
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2Department of Surgery, University of Saskatchewan, Saskatoon, Saskatchewan, Canada
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Wstep i cel pracy: W Polsce prawo dopuszcza mozliwos¢ pobierania narzagdéw od dawcéw po
nieodwracalnym zatrzymaniu krazenia (DCD), co wigze sie ze wzrostem liczby dawcdw, niemniej
jednak jest przyczyng pogorszenia kondycji przeszczepianych narzaddéw. Nerki pobrane od dawcéw
DCD sg szczegdlnie narazone na uszkodzenie niedokrwienno/reperfuzyjne (I/R), stanowigce
konstelacje proceséw patofizjologicznych obejmujgcych m.in I/R, stres oksydacyjny z powstaniem
reaktywnych form tlenu (ROS), aktywacje cytotoksycznych enzyméw [1]. Stopien tego uszkodzenia ma
istotny wptyw na przezywalno$é przeszczepu, wptywa na wystgpienie ostrego odrzucania,
pierwotnego braku funkcji, opdznienia funkcji przeszczepu i nieprawidtowej funkcji przeszczepu,
co z kolei wigze sie z powrotem pacjenta do dializ [2]. Jednym z gtéwnych wyzwan transplantologii jest
wiec zoptymalizowanie metod przechowywania tkanek w celu poprawy jakosci przeszczepianych
narzagddéw. Celem pracy byta ocena nefroprotekcyjnego dziatania doksycykliny (Doxy) podczas zimnej
perfuzji nerki w modelu szczurzym ex vivo. Celem szczegétowym byta farmakoproteomiczna ocena
biatek docelowych dla protekcji nerek w hipotermii.

Materiaty i metody: Nerki szczurze zostaty poddane perfuzji ciggtej w hipotermii z dodatkiem lub bez
dodatku doksycykliny (22 h). Przeanalizowano perfuzaty, w ktdrych oznaczono markery uszkodzenia
nerek (dehydrogenaze mleczanowa — LDH i lipokaline zwigzang z zelatynaza neutrofili — NGAL). Biatka
wyizolowane z tkanki nerkowej przeanalizowano przy uzyciu elektroforezy 2DE, a biatka
zidentyfikowano przy uzycie spektrometrii masowej (MS).

Wyniki: Zaobserwowano dwukrotny wzrost aktywnosci LDH (jako markera uszkodzenia tkanek),
dwukrotny wzrost biatka catkowitego oraz dziesieciokrotny wzrost stezenia NGAL w perfuzatach nerek
poddanych niedokrwieniu w warunkach hipotermii w poréwnaniu do kontroli (p<0,05). Zaréwno LDH,
jak i NGAL ulegty normalizacji pod wptywem Doxy (100 uM). Badanie mikroskopig elektronowa tkanki
nerkowej wykazato objawy apoptozy komdrek w postaci uszkodzenia mitochondridw oraz formowania
ciatek gestych. Perfuzja nerek doksycykling chronita mitochondria przed uszkodzeniem i hamowata
tworzenie ciatek gestych. Analiza MS biatek w tkance poddanejniedokrwieniu w hipotermii wykazata
biatka podlegajgce zmianom: dimetyloaminohydrolaza N(G),N(G)-dimetyloargininy i kinaza
fosfoglicerynianowa ulegaty obnizeniu podczas perfuzji w hipotermii, natomiast Doxy (100 uM)
przywracafa prawidtowg synteze tych biatek.

Whioski: Doksycyklina dziata protekcyjnie na tkanke nerkowa podczas uszkodzenia w wyniku
niedokrwienia w warunkach perfuzji ciggtej w hipotermii.

Badanie finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, nr. UM0O-2017/27/B/NZ4/00601.

PiSmiennictwo:

[1] Krzywonos-Zawadzka A: Pharmacological Protection of Kidney Grafts from Cold Perfusion-Induced Injury.
Biomed Res Int. 2019 May 14;2019:9617087.

[2] Moers, C. et al. Machine perfusion or cold storage in deceased-donor kidney transplantation. N. Engl. J.
Med. 360, 7-19 (2009).
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P24 Badania diagnostyczne w proteinozie pecherzykéw ptucnych
Katarzyna Wadowska, Iwona Bil-Lula, Mariola Sliwiriska-Mosson

Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Katedra Analityki Medycznej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep: Choroby autoimmunologiczne to grupa chordb, obejmujgca ponad 100 jednostek
chorobowych o przewlektym przebiegu oraz autoimmunizacyjnym podtozu. Dotykajg one niemal 7%
Swiatowej populacji, a liczba zachorowan stale rosnie. Diagnostyka chordb autoimmunologicznych jest
oparta na wykrywaniu w surowicy swoistych dla danej choroby autoprzeciwciat [1,2]. Jedng z choréb
autoimmunologicznych jest samoistna postac¢ proteinozy pecherzykow ptucnych (PAP, pulmonary
alveolar proteinosis), w patogenezie ktérej kluczowag role odgrywajg przeciwciata przeciwko
czynnikowi stymulujgcemu kolonie granulocytéw/makrofagéw (GM-CSF) — anty-GM-CSF [3].

Opis: Proteinoza pecherzykéw ptucnych jest rzadka chorobg, charakteryzujgcy sie odktadaniem sie
fosfolipidow i biatek surfaktantu w pecherzykach ptucnych, prowadzacym do zaburzenia wymiany
gazéw oddechowych. ,Samoistna” posta¢ autoimmunologiczna PAP stanowi ok. 90% przypadkdw.
Chorobom autoimmunologicznym i uwalnianiu autoantygendw w wyniku zniszczenia tkanek
towarzyszy nieswoisty stan zapalny. Miejscowe i ogdlnoustrojowe zapalenie jest rdéwniez
konsekwencjg szkodliwego dziatania sktadnikéw dymu tytoniowego, ktére jest czynnikiem rozwoju
wiekszosci chordb ptuc. Réwniez w przypadku PAP, w przewazajgcej czesci dotyka ona chorych
palacych papierosy [1,4].

Diagnostyka autoimmunologicznej PAP, pomimo dostepnych badan laboratoryjnych, opiera sie na
diagnostyce obrazowej oraz rozpoznaniu réznicowym z infekcyjnym zapaleniem ptuc, obrzekiem ptuc,
organizujgcym sie zapaleniem ptuc, ostrym s$rddmigzszowym zapaleniem ptuc, krwawieniem
pecherzykowym czy rakiem oskrzelikowo-pecherzykowym [4]. W badaniach laboratoryjnych
najczesciej obserwuje sie podwyzszong aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz
podwyzszone stezenia biatek surfaktantu SP-A, SP-B i SP-D w surowicy chorych, jednak parametry te
nie sg wystarczajaco swoiste dla PAP. Mozliwosci diagnostyki laboratoryjnej w diagnozowaniu
autoimmunologicznej postaci tej rzadkiej choroby ptuc obejmujg réwniez oznaczenia markeréw
nowotworowych, jak antygen rakowo-ptodowy (CEA) i CYFRA 21-1 oraz autoprzeciwciat anty-GM-CSF
w surowicy. Wykonywane sg takze badania cytologiczne poptuczyn oskrzelikowo-pecherzykowych
(BAL) i biopsja przezoskrzelowa ptuc [3,4,5].

Podsumowanie: Badaniem laboratoryjnym o najwiekszym znaczeniu diagnostycznym wydaje sie
oznaczenie przeciwciat anty-GM-CSF, charakteryzujgce sie 100% czutoscig i swoistoscig. Wzrost
stezenia przeciwciat anty-GM-CSF w surowicy nie tylko uczestniczy w patogenezie PAP, ale takze moze
stanowi¢ nieinwazyjny test, ktéry w szybki i prosty sposéb pozwoli na rozpoznanie
autoimmunologicznej postaci tej choroby.

PisSmiennictwo:

[1] Nowis D, Wankowicz-Kaliiska A, Winiarska M. Zjawiska autoimmunizacyjne, Choroby autoimmunizacyjne
cztowieka w: Immunologia. Wydawnictwo Naukowe PWN SA. Warszawa 2017, 362-365.

[2] Demkow U. Diagnostyka laboratoryjna zaburzen odpornosci, Choroby autoimmunizacyjne w: Diagnostyka
laboratoryjna. PZWL Wydawnictwo Lekarskie. Warszawa 2019, 451.

[3] Sobiecka M. Pulmonary alveolar proteinosis. Postepy Nauk Medycznych 2016, 1, 31-36.

[4] Rowinska-Zakrzewska E, Bestry |. Choroby sSrédmigzszowe ptuc, Proteinoza pecherzykéw ptucnych w:
Interna Szczeklika. Medycyna Praktyczna. Krakéw 2012, 705-706.

[5] Arai T, Inoue Y, Sugimoto C, Inoue Y, Nakao K, Takeuchi N, Matsumuro A, Hirose M, Nakata K, Hayashi S.
CYFRA 21-1 as a disease severity marker for autoimmune pulmonary alveolar proteinosis. Respirology 2014, 19,
246-252.

34



STRESZCZENIA DONIESIEN ZJAZDOWYCH

P25 Polimorfizm genetyczny NF-kB1 94 ins/del ATTG w przewlektej biataczce limfocytowe;j
Iwona Urbanowicz, Wiestawa Nahaczewska
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Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, Wroctaw

Wstep: Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (NF-kB) jest plejotropowym czynnikiem
zaangazowanym w indukcje ekspresji szerokiej gamy gendw, szczegdlnie tych, ktdre sprzyjaja
proliferacji komérkowej i zaburzeniom ich apoptozy. NF-kB odgrywa réwniez istotng role w regulacji
odpowiedzi immunologicznej i zapalnej, stymuluje angiogeneze, inwazje nowotworowg oraz proces
przerzutowania. Liczne badania ujawnity zwigzek miedzy funkcjonalnym polimorfizmem -94ins/del
ATTG (rs28362491) w regionie promotorowym genu NF-kB1 a podatnoscig na zachorowanie na rézne
typy nowotwordw. Jednakze wystepowanie i rola polimorfizmu -94ins/del ATTG (rs28362491)
w regionie promotorowym genu NF-kB1 u pacjentéw z przewlektg biataczkg limfocytowa (CLL) nie byty
dotychczas badane. Przewlekta biataczka limfocytowa jest najczestszym nowotworem
limfoproliferacyjnym osdb dorostych pétkuli zachodniej. Wcigz pozostaje schorzeniem nieuleczalnym.
W patogenezie CLL bierze sie pod uwage zaburzenia regulacji cyklu komdérkowego oraz procesu
apoptozy. Niewykluczone, iz polimorfizm w regionie promotorowym -94ins/del ATTG (rs28362491)
NF-kB1 moze mie¢ znaczenie w rozwoju CLL.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania polimorfizmu genetycznego w regionie
promotorowym -94ins/del ATTG (rs28362491) genu NF-kB1 u chorych na CLL oraz wykazanie jego
potencjalnego zwigzku ze zwiekszong predyspozycja do zachorowania na CLL i ze stadium
zaawansowania klinicznego CLL wg klasyfikacji Rai.

Materiat i metody: Materiat stanowita krew petna pobrana od 156 chorych na CLL, leczonych
w Katedrze i Klinice Hematologii, Nowotwordw Krwi i Transplantacji Szpiku we Wroctawiu. DNA
limfocytow wyizolowano przy uzyciu zestawu NucleoSpin®Blood. Analize genotypowania polimorfizmu
-94ins/del ATTG (rs28362491) w genie NFkB1 przeprowadzono za pomocg real-time PCR i metodg
elektroforezy  kapilarnej przy uzyciu Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer.
Za pomocg testu chi-kwadrat poréwnano czesto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu -94ins/del
ATTG (rs28362491) w genie NF-kB1 pacjentow z CLL w zaleznosci od stopnia zaawansowania
klinicznego Rai oraz w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Wyniki: Wszystkie przypadki CLL oraz grupa kontrolna znajdowaty sie w réwnowadze Hardy'ego-
Weinberga. Wykazano, ze genotyp homozygotyczny del/del polimorfizmu -94ins/del ATTG
(rs28362491) w genie NF-kB1 2,23-krotnie zwieksza ryzyko wystapienia przewlektej biataczki
limfocytowej (p=0,02). Ponadto u pacjentéw del/del dodatnich czesciej wystepowato mniej agresywne
stadium CLL wg klasyfikacji Rai — stadium 0.

Whioski: Polimorfizm w regionie promotorowym genu NF-kB1 moze by¢ zwigzany z predyspozycja do
CLL oraz ze stadium zaawansowania choroby.
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P26 Zastosowanie sekwencjonowania metoda Sangera do weryfikacji zmian patogennych
w diagnostyce zaburzen hematologicznych metoda NGS
Sylwia Metryka

Klinika Pediatrii, Onkologii i Hematologii Uniwersytetu Medycznego w todzi

Wstep: Sekwencjonowanie DNA to proces, w ktérym zostaje okreslona sekwencja utozenia
nukleotyddéw w nici DNA. Potrzeba metod, ktére w krétkim czasie pozwolityby na poznanie sekwencji
duzej liczby gendw, byta impulsem do powstania Sekwencjonowania Nowej Generacji. Wszystkie te
metody faczy zdolnos¢ do masowo réwnolegtego sekwencjonowania DNA, czyli sekwencjonowania
matych fragmentéw DNA w milionach réwnolegtych reakcji. Niezwykle wazna jest identyfikacja
defektow genetycznych, poniewaz wptywa to na kaidy z etapdw procesu diagnostyczno-
prognostyczno-terapeutycznego. Wszystkie metody sekwencjonowania generujg swoiste dla siebie
btedy, poniewaz btagd przypadkowy jest nieodtgcznym elementem kazdej metody diagnostycznej.
Nalezy dazy¢ do minimalizacji szans powstania btedéw, jednak zwykle nie da sie w petni im zapobiec.
Obecnie brakuje doktadnych wytycznych dotyczacych badan genetycznych w Polsce. Powszechng
praktyka jest potwierdzanie wynikdw NGS za pomocg metody Sangera, ktéra od ponad dwdch dekad
uznawana jest za ,ztoty standard".

Cel pracy: Celem pracy byta ocena skutecznosci weryfikacji zmian wykrytych w badaniach NGS za
pomocg metody Sangera i ocena koniecznosci weryfikacji zmian wykrytych metodg NGS o duzej
gtebokosci odczytu.

Materiaty i metody: Materiat do badan stanowity prébki krwi obwodowej oraz szpiku kostnego. Grupa
badana liczyta 52 pacjentéw. Sekwencjonowanie NGS przeprowadzono z wykorzystaniem 3 réznych
zestawoéw do przygotowywania bibliotek w oparciu o technologie SureSelect XT (Agilent Technologies).
W przypadkach ujawnienia wariantéw patogennych za pomocg metody NGS, zostata zastosowana
weryfikacja za pomocg metody Sangera z uzyciem specyficznych par starteréw. Wybrane fragmenty
DNA zostaty zsekwencjonowane zaréwno u pacjentdw, jak i rodzicéw.

Wyniki: W 29 sposréd 36 przypadkow warianty wykryte za pomocg NGS zostaty potwierdzone za
pomocg sekwencjonowania Sangera, przy czym w 4 przypadkach konieczne byto ponowne
zaprojektowanie primeréw. W przypadku 7 pacjentédw wyniki nie zostaty potwierdzone za pomoca
sekwencjonowania Sangera.

Whioski: Liczne prace dowodzg, ze nie ma koniecznosci weryfikacji kazdego wyniku uzyskanego za
pomocg Sekwencjonowania Nowej Generacji. Wyjgtkiem sg tu wyniki o niskim pokryciu, ktére
w dalszym ciggu powinny by¢ potwierdzane, w celu wykluczenia bteddéw sekwencjonowania. Podczas
analizy wyniku nalezy mie¢ jednak swiadomos¢ mozliwosci wystgpienia bteddéw i wyniki niepewne
poddawac weryfikacji. Prog niskiego pokrycia powinien by¢ wyznaczony przez kazde laboratorium, na
podstawie weczesniejszych wynikéw, jak i doswiadczenia osoby analizujgcej. Brak koniecznosci
potwierdzania kazdego wyniku pozwoli takze na skrécenie czasu jego uzyskania. Dodatkowo
zmniejszone zostang koszty, ktére dotychczas zwigzane byty z Sekwencjonowaniem Nowej Generacji
i nastepnie sekwencjonowaniem Sangera. Pozwoli to na szybsze i efektywniejsze dziatanie
laboratorium wykonujacego analizy genetyczne.
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P27 Dlaczego mierzy¢ hormon anty-Miillerowski (AMH) w pediatrycznych zaburzeniach
rozwoju pfci (DSD)?
Agnieszka Ochociriska

Instytut "Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka", Zaktad Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny
Doswiadczalnej, Warszawa

Wstep: Zaburzenia rozwoju ptciowego (disorders of sex development, DSD) nalezg do grupy choréb
rzadkich, wynikajgcych z nieprawidtowosci genetycznych, ktérych wystepowanie w Europie szacuje sie
na jeden przypadek na 4,5-5 tysiecy osob. Podjecie decyzji o nadaniu ptci u noworodkéw z DSD w wielu
przypadkach jest bardzo trudne. Oznaczenie testosteronu w surowicy jest niewystarczajgce do
diagnostyki réznicowej. Pomocnym parametrem w takich sytuacjach moze by¢ hormon anty-
Miullerowski (AMH), wytwarzany w duzych ilosciach przez niedojrzate komérki jadra Sertoliego.

Opis: Zaburzenia rozwoju ptciowego charakteryzujg sie dysgenezjg gonad oraz obnizong syntezg lub
ostabionym dziataniem androgendw u mezczyzn (XY) badz zwiekszong produkcjg androgendw u kobiet
(XX). Noworodki dotkniete tym zaburzeniem czesto prezentujg nieprawidtowo uksztattowane narzady
ptciowe, co moze by¢ zrédtem trudnosci diagnostycznych, zwtaszcza gdy stwierdzana pteé dziecka nie
jest pewna. Obok badania podmiotowego i przedmiotowego kolejnym krokiem w diagnostyce
noworodka podejrzanego o DSD jest wykonanie serii badan laboratoryjnych we krwi (elektrolity,
testosteron, androstendion, 17-OHP, LSH, FSH), a takze w moczu (badanie ogdlne, profil steroidowy).
Przydatnym i wiarygodnym biomarkerem funkgji jader i jajnikdw w diagnostyce réznicowej DSD jest
AMH, zwtaszcza w konfrontacji z oceng stezenia testosteronu w surowicy. Komérki Sertoliego jagder
wytwarzajg duze ilosci AMH od wczesnego zycia ptodowego do poczatku okresu dojrzewania,
natomiast komdrki ziarniste pecherzykdw pierwotnych, preantralnych i matych antralnych jajnika
produkujg niewielkie ilosci AMH od pdinego okresu ptodowego do klimakterium. W przypadku
dysgenezji gonad przy kariotypie 46,XY obserwuje sie niskie stezenie AMH, w niewrazliwosci na
androgeny i wadach syntezy androgendw — prawidtowe lub wysokie. Wirylizacja noworodka 46, XX
wskazuje na dziatanie androgendw podczas rozwoju ptodu, albo z tkanki jader, albo z nadnerczy lub
tozyska. Rozpoznanie wrodzonego przerostu nadnerczy jest zwykle do$¢ tatwe, ale inne stany moga
by¢ trudniejsze do zidentyfikowania. U noworodkéw 46,XX oznaczenie AMH w surowicy moze
z tatwoscig wykry¢ istnienie tkanki jader, co prowadzi do rozpoznania jajnikowej DSD. W przypadkach
DSD zaleznych od chromosoméw ptci, gdzie gonady sg mniej lub bardziej dysgenetyczne, poziomy AMH
wskazujg na ilo$¢ funkcjonujgcej tkanki jader. U chtopcow z zespotem przetrwatych przewodéw
Millera niewykrywalny lub bardzo niski poziom AMH w surowicy sugeruje mutacje genu AMH, podczas
gdy poziomy AMH w zakresie wartosci referencyjnych wskazujg na mutacje receptora AMH.
Podsumowanie: U kazdego dziecka z zaburzeniami rozwoju ptci powinien by¢ zbadany kariotyp, ale
nie oznacza to, ze wynik tego badania zawsze przesgdza jednoznacznie o wyborze pfci. Cennym
narzedziem wspodfczesnej diagnostyki umozliwiajagcym postawienie jednoznacznej diagnozy jest ocena
stezenia biatkowego hormonu anty-Miillerowskiego.
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P28 Nowe wytyczne dotyczace stosowania hemoglobiny glikowanej (HbA1C)
w diagnostyce cukrzycy w Polsce
Agnieszka Ochociriska

Instytut "Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka", Zaktad Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny
Doswiadczalnej, Warszawa

Wstep: Polskie Towarzystwo Diabetologiczne (PTD) uznato w ,,Zaleceniach klinicznych postepowania
u chorych z cukrzycg 2021” hemoglobine glikowang (HbAlc) za kryterium rozpoznania cukrzycy,
z wartoscig = 6,5% jako progiem diagnostycznym. Jak dotad cukrzyca w Polsce byta rozpoznawana
wyfacznie na podstawie oznaczenia stezenia glukozy we krwi, co w wielu ostrych stanach chorobowych
byto obarczone duzym ryzykiem btedu.

Opis: Diagnostyka cukrzycy w Polsce wg zalecer PTD opierata sie do roku 2020 wytgcznie na pomiarze
stezenia glukozy w osoczu krwi zylnej. W najnowszych wytycznych Zespdt ds. Zalecen, zgodnie
z wytycznymi Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego (American DiabetesAssociation — ADA)
stosujgcego takie podejscie od roku 2010, uznat hemoglobine glikowang (HbAlc) za kryterium
rozpoznania cukrzycy, z wartoscig = 6,5% (48 mmol/mol) jako progiem diagnostycznym. Dotychczas
PTD nie zalecato uzywania HbAlc do rozpoznania cukrzycy przedewszystkim ze wzgledu na
niewystarczajgcg kontrole jakosci metod laboratoryjnych w Polsce oraz nieustalong wartos¢
diagnostyczng HbAlc w rozpoznaniu cukrzycy dla polskiej populacji. Poprawa standaryzacji oznaczen
hemoglobiny glikowanej w Polsce umozliwia od roku 2021 jej powszechne zastosowanie
W rozpoznawaniu cukrzycy i stanéw przedcukrzycowych. Wedtug najnowszych zaleceindopuszcza sie
jednak wykorzystywanie w codziennej praktyce wytgcznie oznaczenn wykonywanych w laboratorium
i z zastosowaniem metod analitycznych certyfikowanych przez National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP). Nadal nie rekomenduje sie wykonywania badan w miejscu opieki nad
pacjentem, nawet jesli zastosowany analizator POCT (point-of-care testing) jest certyfikowany przez
NSGP. Oznaczanie odsetka HbAlc w poréwnaniu do pomiaréw glikemii ma wiele zalet: nie zalezy od
wplywu czynnikdw zewnetrznych, takich jak stres, spozyty pokarm, ostre stany chorobowe. Pomiar
HbA1lc charakteryzuje sie takze mniejszg zmienno$cig wewnagtrzosobniczg niz oznaczenie glikemii na
czczo i 2 godziny po doustnym tescie tolerancji glukozy (Oral Glucose Tolerance Test — OGTT). Zalecenia
podkreslajg jednak pewne ograniczenia badania. Kryteria diagnostyczne oparte na stezeniu glukozy
w osoczu powinny by¢ nadal stosowane w przypadku, gdy warto$é HbAlc moze by¢ zaburzona przez
czynniki niezwigzane z glikemia, takie jak: niedokrwistos¢ (z niedoboru zelaza, hemolityczna), znaczna,
nagta utrata krwi, dializoterapia, choroby watroby i nerek, hemoglobinopatie oraz wiek czy rasa.
Podsumowanie: Zastosowanie HbAlc do rozpoznania cukrzycy mimo cze$ciowych ograniczen uprosci
diagnostyke cukrzycy szczegdlnie u pacjentdw hospitalizowanych i utatwi rozpoczecie wczesniejszego
jej leczenia. Przypuszczalnie dalsze udoskonalenia i poprawa jakosci analitycznej metod oznaczania
HbAlc w trybie POCT umozliwig wykorzystanie w przysztosci rowniez tego narzedzia w wykrywaniu
i rozpoznawaniu cukrzycy i stanéw przedcukrzycowych.
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P29 Zespadt HELLP jako ciezkie powiktanie stanu przedrzucawkowego lub rzucawki
Ewa Hampel-Wisniewska

Ginekologiczno-Potozniczy Szpital Kliniczny Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Wstep: Zespo6t HELLP nalezy do najpowazniejszych powiktan cigzy i stanowi zagrozenie dla zycia
kobiety i ptodu. Na swiecie czestos¢ wystepowania tego zespotu wynosi od 0,17 do 0,9 % wszystkich
kobiet w cigzy i od 10 do 20% w przypadku wystepowania stanu przedrzucawkowego. Choroba
najczesciej rozwija sie w drugiej potowie cigzy (najczesciej pomiedzy 27. a 37. tygodniem cigzy), ale
moze wystapié réwniez w potogu (najczesciej w ciggu 48 h po porodzie).

Opis: Wystgpienie zespotu HELLP charakteryzuje triada objawow: matoptytkowos¢, hemoliza oraz
podwyzszenie aktywnosci enzymow watrobowych. Wyrdznia sie czesSciowy lub niekompletny zespdt,
sktadajacy sie z jednego lub dwdéch objawdw gtdéwnych. Obecnie zespdt HELLP uwaza sie za wariant
ciezkiego stanu przedrzucawkowego lub powiktanie, gdyz stanowi okoto 30% wszystkich stanéw
rzucawki. Przypuszcza sie, ze przyczyng wystgpienia choroby sg zaburzenia krzepniecia krwi,
uszkodzenie srédbtonka naczyn krwionosnych, prowadzace do wewnatrznaczyniowej aktywacji ptytek
krwi, ktére uwalniajg tromboksan i serotonine, powodujgce miejscowe obkurczenie naczyn
krwionosnych, adhezje i agregacje ptytek krwi oraz odktadanie fibryny. Erytrocyty ulegaja zniszczeniu
przy przechodzeniu przez mate naczynia z uszkodzonym $rédbtonkiem i ztogami fibryny, w efekcie
dochodzi do mikroangiopatycznej niedokrwistosci hemolitycznej. Niedroznos¢ naczyn watroby,
zaburzajgca przeptyw krwi, prowadzi do niedotlenienia i martwicy hepatocytéw, w efekcie dochodzi
do podwyzszonej aktywnosci enzymoéw watrobowych. Trombocytopenia jest skutkiem zwiekszonego
zuzycia i niszczenia ptytek krwi. Do najwazniejszych czynnikéw ryzyka wystgpienia zespotu HELLP
zalicza sie: nadcisnienie tetnicze i biatkomocz podczas trwania cigzy, przebycie choroby w poprzedniej
cigzy, wiek powyzej 25 lat, rasa biata, wielorédztwo. Objawy kliniczne sg niespecyficzne i stanowia
trudnos¢ we wczesnym rozpoznaniu zespotu HELLP. Do podstawowych objawdéw zespotu HELLP zalicza
sie boél w prawym gérnym kwadrancie brzucha, zte samopoczucie, proteinuria, nadcisnienie, bél gtowy,
nudnosci i wymioty. Smiertelno$¢ kobiet w zespole HELLP wedtug wiekszosci danych pismiennictwa
wynosi okoto od 1% do 25%. Gtéwng przyczyng zgondw sg krwotoki Srédczaszkowe, ostra
niewydolnos¢ krazeniowo-oddechowa, zespdt wykrzepiania wewnatrznaczyniowego, niewydolnosc
nerek, posocznica, krwawienie z watroby.

Podsumowanie: Zespo6t HELLP jest zaburzeniem wielonarzadowym, ujawniajagcym sie najczesciej
w trzecim trymestrze cigzy. Diagnostyka laboratoryjna opiera sie na potwierdzeniu wystgpienia
hemolizy w krwi obwodowej, wykazaniu wzrostu bilirubiny i aktywnosci LDH, zmniejszeniu poziomu
haptoglobiny w surowicy, wzrostu aktywnosci enzymow watrobowych przy obnizonej liczbie ptytek
krwi. Wczesne postawienie diagnozy i natychmiastowe wdrozenie leczenia jest kluczowe
w zapobieganiu wystepowania ciezkich powikfan dla kobiety i dziecka.
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P30 Wptyw palenia papierosow na steienie czynnika martwicy nowotworu-alfa
u pacjentéw z nowotworem ptuca
Paulina Paulus?, Piotr Btasiak®*, Adam Rzechonek®*, Iwona Bil-Lula?, Mariola Sliwiriska-Mossor?

1SKN Specjalistycznych Analiz Biologicznych, Katedra Analityki Medycznej, Zaktad Chemii Klinicznej
i Hematologii Laboratoryjnej, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,

ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw

2 Katedra Analityki Medycznej, Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej,

Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ul. Borowska 211A, 50-556 Wroctaw
3Katedra i Klinika Chirurgii Klatki Piersiowej, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich

we Wroctawiu, ul. Grabiszyriska 105, 53-439 Wroctaw

“ Dolnos$lgskie Centrum Torakochirurgii, Dolno$laskie Centrum Choréb Ptuc we Wroctawiu,

ul. Grabiszynska 105, 53-439 Wroctaw

Wstep: Czynnik martwicy nowotworu-alfa (tumor necrosis factor « — TNF-a) jest plejotropowg cytoking
prozapalng, zaangazowang w wiele proceséw zaréwno fizjologicznych, jak i patologicznych. Patogenng
role TNF-a wykazano m.in. w rozwoju insulinoopornosci, w chorobach autoimmunologicznych, a takze
w chorobach nowotworowych, w tym nowotworach ptuc. Gtdwnym czynnikiem rozwoju nowotworéw
ptuc jest palenie tytoniu, ktére w réznorodny sposéb wptywa na uktad immunologiczny. Jednym z jego
efektow jest zwiekszenie produkcji cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a. Celem pracy byta ocena
wplywu palenia papieroséw na stezenie TNF-a u pacjentéw z nowotworem ptuca.

Materiat i metody: Badang populacje stanowili pacjenci (Srednia wieku 67,35 + 7,92 roku) ze
zdiagnozowanym nowotworem ptuc (n=98), ktérzy byli hospitalizowani w Katedrze i Klinice Chirurgii
Klatki Piersiowej Dolnoslaskiego Centrum Choréb Ptuc we Wroctawiu. Pacjentéw podzielono na
palacych i niepalgcych na podstawie otrzymanych z bezposredniego wywiadu danych o paleniu
i oznaczenia stezenia kotyniny — metabolitu nikotyny (metoda ELISA). Grupa palgcych pacjentow
wypalata $rednio 33,96 + 10,90 paczki/rok. Stezenie TNF-a w surowicy oznaczono przy uzyciu
komercyjnego testu (Human TNF-alpha DuoSet ELISA, firmy R&D Systems). Otrzymane dane zostaty
opracowane statystycznie za pomocg programu Statistica 13.3.

Wyniki: Wykazano statystycznie istotng rdznice pomiedzy srednimi wartosciami stezen TNF-a
niepalacych a palacych pacjentéw z nowotworem ptuc (odpowiednio: 2,25 + 0,82 ng/ml vs 3,62 + 1,27
ng/ml; p=0,0352). Stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy warto$ciami stezen TNF-a palgcych
pacjentow a iloscig wypalonych dziennie paczek papieroséw w stosunku do liczby lat palenia (r=0,6;
p=0,0003).

Whioski: Palenie papieroséw istotnie wptywa na stezenie TNF-a w surowicy pacjentéw z nowotworem
ptuca, co moze by¢ waznym czynnikiem potencjalnych zmian w rozwoju tego nowotworu.
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P31 Czynniki prowadzace do rozwoju uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego narzadéw
Agnieszka Krysta', Marika Jarosz! Anna Krzywonos-Zawadzka?, Iwona Bil-Lula?

! Studenckie Koto Naukowe przy Pracowni Perfuzji Serca, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu

2 Katedra Analityki Medycznej, Zaktad Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Wstep: Wieloczynnikowe uszkodzenia narzagddw, zwigzane z niedokrwieniem i reperfuzja, stanowig
znaczacy problem kliniczny. Dotyczy on pacjentéw z niewydolnosciag serca, chorobg wiericowg oraz
biorcéw uszkodzonych organdw przeznaczonych do przeszczepienia. Cho¢ przyczyny i nastepstwa
wynikajgce z uszkodzenia tkanek i narzaddw mogg byé odmienne, wieloczynnikowe mechanizmy
uszkodzenia tylko nieznaczne rdéznig sie od siebie. Poznanie i zrozumienie proceséw
patofizjologicznych zachodzgcych w niedokrwionych narzgdach jest podstawg do opracowania nowych
strategii terapeutycznych.

Opis: Czasowe przerwanie krgzenia, powodujgce niedokrwienie danego obszaru lub catego narzadu
oraz nastepcza reperfuzja zaburzajg funkcje hemodynamiczne i metaboliczne organu. Podczas
niedokrwienia w komérkach nastepuje przesuniecie metabolizmu w kierunku glikolizy beztlenowej.
Obnizenie  sprawnosci  katalitycznej  tafcucha  oddechowego prowadzi do  spadku
adenozynotrifosforanu, zaburzenia pracy pompy sodowo-potasowej i w konsekwencji do gromadzenia
toksycznych produktéw przemiany materii. Ograniczona zdolnos¢ srédbtonka naczyn krwionosnych do
rozkurczu prowadzi do wydzielania mediatoréw prozapalnych, infiltracji komoérek odpowiedzi
immunologicznej i powstawania reaktywnych form tlenu i azotu. Istotny wptyw na uszkodzenie tkanek
majg réwniez metaloproteinazy — enzymy macierzy pozakomorkowej (MMPs). Ich fizjologiczng funkcjg
jest umozliwienie migracji komodrek, poprzez degradacje kolagenu i innych biatek macierzy
pozakomérkowej. Podczas uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego dochodzi do nadmiernej
aktywacji MMPs z jedoczesng inaktywacjg ich endogennych inhibitoréw (TIMPs). Wykazano, iz wzrost
aktywnosci MMPs dodatnio koreluje z czasem niedokrwienia oraz stopniem zaburzenia funkcji
narzadu.

Podsumowanie: Mechanizm niedokrwienno-reperfuzyjny jest ztozonym, wieloczynnikowym
procesem szczegdlnie istotnym w dziedzinie kardiologii i transplantologii. Wzajemnie przebiegajgce
i przenikajace sie reakcje utrudniajg jednoznaczne okreslenie przyczyny remodelingu niedotlenionych
tkanek, dlatego istotne jest poszukiwanie rozwigzan terapeutycznych skupiajacych sie na réznych
etapach tych uszkodzen.
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P32 ,KORONA | OREZ” czyli zastosowanie metod oceny przeciwciat w walce
z koronawirusem SARS-COV-2
Agnieszka Orawiec!, Paulina Ochmann?

! Samodzielny Publiczny Zespét Opieki Zdrowotnej w Swidnicy
2Medyczne Laboratorium Diagnostyczne Medicina B. Basta, M. Basta SC., Kluczbork

Wstep: Utrzymywanie sie epidemii wywotanej wirusem SARS-COV-2 wymusza poszukiwanie nowych
narzedzi diagnostycznych uzytecznych w walce z koronawirusem. Swoistym orezem sg metody
serologiczne pomocne w diagnostyce odpowiedzi organizmu na przebyte zakazenie SARS-CoV-2.
Ponizsza praca ma na celu przedstawienie dostepnych metod oceny przeciwciat anty-SARS-CoV-2
z uwzglednieniem zasadno$ci oznaczania tych przeciwciat.

Opis: Wykrycie przeciwciat $wiadczacych o kontakcie z wirusem znalazto zastosowanie
w retrospektywne]j diagnostyce i epidemiologii COVID-19 oraz okresleniu rzeczywistej skali zakazenia.
Pozwala nam to na identyfikacje oséb, majgcych ujemny wynik PCR, bedacych w pdzniejszej fazie
choroby. Testy serologiczne sg réwniez pomocne przy diagnozowaniu powiktan u oséb, ktore przeszty
infekcje grypopodobng, a nie byly wczesniej badane na obecnos¢ SARS-CoV-2. Za pomocy testow
serologicznych mozemy zidentyfikowaé potencjalnych dawcéw osocza w celu biernej immunizacji
chorych na COVID-19, a takze ocenia¢ efektywnos$é szczepienia. Dostepne na rynku testy serologiczne
wykrywajg przeciwciata anty SARS-CoV-2 w klasach IgM, 1gG i IgA. Dynamika i przebieg tworzenia sie
poszczegdlnych klas przeciwciat u pacjentdéw chorych na COVID-19 sg w dalszym ciggu poznawane.
Testy serologiczne, stuzgce do wykrywania przeciwciat anty-SARS-CoV-2, opierajg sie na metodach:
immunoenzymatycznych, immunochromatograficznych, tzw. testach kasetkowych, testach Western
blot, testach immunfluorescencji posredniej i neutralizacji. Waznym kryterium wyboru testu jest rodzaj
zastosowanego antygenu wirusa, przeciwko ktéremu skierowane s wykrywane przeciwciata.
Antygenami SARS-CoV-2 wykorzystywanymi w diagnostyce sg biatko N (nukleokapsydu) oraz biatko S
(kolca). Wykrycie przeciwciat skierowanych przeciwko biatku N jest oznaka wczesniejszej ekspozycji na
SARS-CoV-2 lub pokrewne wirusy i niekoniecznie jest to wskaZnik obecnosci przeciwciat
neutralizujgcych. Przeciwciata neutralizujgce celujg gtéwnie w biatko S koronawirusow,
w szczegolnosci w podjednostke S1 i domene w niej zawartg — RBD. Ponadto czuto$é, swoistosé testéow
w danej metodzie powinny by¢ jednymi z najwazniejszych kryteriéw wyboru.

Podsumowanie: Prezentowane obecnie testy serologiczne do diagnostyki przeciwciat anty SARS-COV-
2 rdzinig sie metodologia, oznaczanymi klasami przeciwciat, wyborem odpowiedniego antygenu
wirusowego, czutoscia i swoistoscia. Jednym z ograniczen testéw jest mozliwos¢ reakcji krzyzowych na
skutek infekcji innymi niz SARS-COV-2 szczepami koronawirusa. Testy przesiewowe wymagaja réwniez
weryfikacji czulszymi metodami np. immunoblot. Doktadna znajomo$¢ zastosowanego testu, pozwala
na wtasciwg interpretacje wyniku i dalsze postepowanie kliniczne.
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P33 Ocena zastosowania badan przesiewowych w izolacji bakterii wieloopornych
Marek Wilk

Medyczne Laboratorium Diagnostyka Sp. z 0.0., al. Konstytucji 3 Maja 13, Zielona Géra

Wstep: Wzrastajgca opornosé patogendw szpitalnych na antybiotyki utrudnia terapie i ogranicza jej
skuteczno$¢. Najwazniejszymi i stwarzajagcymi najpowazniejsze problemy drobnoustrojami
w zakazeniach szpitalnych sg metycylinooporne gronkowce ztociste (MRSA) oraz pateczki z rodziny
Enterobacteriaceae produkujgce B-laktamazy o szerokim spektrum substratowym (ESBL). Badania
przesiewowe w kierunku wykrywania tych patogendéw s3 jedng z metod eliminujacych bakterie
wielooporne (MDR).

Cel pracy: Celem pracy byta ocena zastosowania w diagnostyce mikrobiologicznej podtozy
chromogennych jako podtozy przesiewowych do identyfikacji oraz okreslenia wybranych
mechanizmdw opornosci na antybiotyki u drobnoustrojow patogennych, izolowanych z materiatéw
klinicznych. W pracy zbadano nowe podtoza chromogenne, umozliwiajgce izolacje i identyfikowanie
bakterii (chromID S. aureus, chromID CPS3; bioMerieux) odpowiadajgcych za zakazenia ran i tkanek
miekkich (S. aureus) oraz zakazenia uktadu moczowego (ziarenkowce z rodzaju Enterococcus, pateczki
z rodziny Enterobacteriaceae). Uzyto rowniez podtoza chromID MRSA oraz chromID ESBL (bioMerieux).
Dzieki zawartosci substratow chromogennych oraz antybiotykéw, takich jak cefoksytyna
i cefpodoksym, sg one uzywane do wstepnego wykrywania szczepéw MRSA oraz ESBL. W pracy
zbadano 627 prdébek klinicznych, posiewanych na podtoze bezposrednio z materiatu klinicznego.
Wyniki: W wyniku przeprowadzonych posiewdw, dla podtoza chromID S. aureus oraz chromID CPS3
czuto$é po 24 h inkubacji wynosita odpowiednio 100 i 98,7%, natomiast swoisto$¢ 96,7 i 97,6%. Czuto$é
i swoistos¢ uzyskana po 48 h inkubacji dla podtoza chromID MRSA wynosity 100 oraz 99,5%, natomiast
po 24 h inkubacji dla podtoza chromID ESBL wynosity 81,2 oraz 97,6%.

Whioski: Wysoka czutos¢ oraz swoistos¢, uzyskane dla badanych podtozy przesiewowych,
potwierdzajg korzysé z zastosowania podtoza chromlID S. aureus oraz chromlID CPS3 jako podtoza
przesiewowego do diagnostyki mikrobiologicznej materiatéw z drég moczowych i materiatéw, gdzie
spodziewanym czynnikiem etiologicznym zakazenia jest S. aureus. Uzyskane wyniki potwierdzajg takze
uzycie nowych podtéz chromogennych, jak chromID MRSA i chromID ESBL, umozliwiajgcych szybkie
i bezposrednie wykrycie szczepédw MRSA oraz ESBL bezpos$rednio z materiatu klinicznego.
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P34 Terapia zarazenia COVID-19 osoczem ozdrowiencow
Iwona Pakos, Aneta Roksela

Synevo Wroctaw, Dolnoslgski Szpital Specjalistyczny im. T. Marciniaka, ul. Fieldorfa 2, Wroctaw

Zakazenie wirusem SARS-CoV-2 stymuluje powstanie w organizmie specyficznych przeciwciat: IgA, IgM
oraz IgG. Dzieki tej réznorodnosci istnieje mozliwos¢ okreslenia fazy infekcji.

Badanie poziomu specyficznych przeciwciat jest szczegdlnie wazne dla oséb, ktore sg narazone na
kontakt z racji wykonywanego zawodu, w badaniach epidemiologicznych, w badaniach nad lekiem
i szczepionkg przeciwko COVID-19, a takie w identyfikacji ozdrowiencéw z wysokim mianem
przeciwciat IgG.

Podanie osocza z wysokim mianem specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2 przyspiesza reakcje
immunologiczng organizmu, pomagajgc tym samym osobom z ciezkim przebiegiem choroby oraz tym,
ktorzy nie sg w stanie wytworzy¢ wiasnych przeciwciat badz wytwarzajg je zbyt wolno. Przeciwciata
aktywuja u biorcy odpowiedZz immunologiczng skierowang przeciwko SARS-CoV-2 i majg zdolnosé
dezaktywacji patogenu. Immunoglobuliny moga zaréwno zwiekszyé odpornos¢, jak i zmniejszyé
nasilenie objawdéw infekcji u 0séb juz zakazonych. Osocze wykorzystywane w terapii moze oddaé osoba
zwana ozdrowieficem. Jest to osoba, u ktdrej potwierdzono materiat genetyczny wirusa SARS-CoV-2
metodg Real Time PCR lub testem antygenowym, ktéra przechorowata COVID-19 bad:z przeszta
zakazenie bezobjawowo. Moze to by¢ takze osoba, ktdra nie miata stwierdzonego zakazenia, ale w jej
krwi obecne sg przeciwciata skierowane przeciwko wirusowi SARS-CoV-2. Osocze pobierane jest
w Regionalnych Centrach Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w catej Polsce na dwa sposoby — metodg
plazmaferezy lub przez odpowiednig preparatyke krwi petnej.

Terapia osoczem ozdrowiencéw jest bardzo waina w leczeniu ostrych przypadkdw zakazen
SARS-CoV-2. Jest stosowana na catym Swiecie, poniewaz jest stosunkowo bezpieczna, skraca czas
choroby, tagodzi objawy oraz obniza $miertelnosé. Nie moze by¢ jednak stosowana w monoterapii,
czyli jako pojedynczy lek, ktéry jest w stanie wyleczyé chorego.
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