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LABORATORIJSKA MEDICINA

Uvodnik

Spostovane kolegice in kolegi!

Slovensko zdruzenje za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino (SZKKLM) je orga-
nizirano kot drustvo strokovnjakov s podrocja klinicne kemije in drugth podrocij labora-
torijske medicine v Sloveniji. Med pomembnejse aktivnosti drustva spadajo spodbujanje
izobrazevanja in znanstveno-raziskovalnega dela na podrocju laboratorijske medicine,
prispevek h kakovosti, razvoju in izboljSavam na podrocju organizacije in strokovnega
dela medicinskih Iaboratorijev ter strokovna uveljavitev in izboljsanje prepoznavnosti
medicinske biokemije v slovenskem zdravstvu; slednje je bilo eden od poglavitnih
razlogov ustanovitve zdruzenja pred enainsestdesetimi leti.

V drustvo je vélanjenih preko 400 ¢lanov, od teh jih ima vec kot polovica najmanj uni-

verzitetno izobrazbo ali koncan magistrski Studij laboratorijske biomedicine, Cetrtina
pa tudi opravljeno specializacijo iz medicinske biokemije. V zadnjih letih SZKKLM

aktivno promovira tudi vkljucevanje studentov laboratorijske biomedicine. Kot ¢lani
zdruZenja imajo studenti prost dostop do vsebin spletne strani in strokovnih srecanyj,
Lidija Gobec z njimi pa tudi Ze sodelujemo v skupnih projektih.

Predsednica SZKKLM SZKKILM sciti in zastopa interese klinicne kemije in laboratorijske medicine v Sloveniji

in se povezuje tudi v mednarodne strokovne organizacije. Je aktivni ¢lan Evropskega

zdruzenja za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino (EFLM — European Federaton of Clinical Chemistry and Labo-

ratory Medicine) in Mednarodne zveze za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino (IFCC — International Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine).

SZKKILM od I 2000 periodicno organizira slovenski kongres klinicnih kemikov z mednarodno udelezbo in kongres in-
Zenirjev in tehnikov v laboratorijski medicini. V veliko zadovoljstvo in veselje mi je, da se bomo letos po tezkih koronskih
letih zopet lahko srecali na ze 6. kongresu, ki poteka pod pokroviteljstvom EFLM in IFCC.

Izdaja tokratne stevilke Laboratorijske medicine je usklajena s terminom kongresa, zato si v njej poleg stalne vsebine lahko
preberete tudi povzetke prispevkov, ki bodo predstavijeni na kongresu klinicne kemije in laboratorijske medicine. Letos
smo na kongresu v ospredje postavili naslednje aktualne teme v laboratorijski medicini: umetna inteligenca, tekoce biopsije,
diagnostika ledvicnih in s¢itnicnih obolenyj, eden izmed simpozijev je posvecen mladim v laboratorijski medicini. V sklopu
kongresnega programa so organizirane tudi delavnice in posterska sekcija. Vabim vas, da na kongresu kar najbolj izkoristite
moznost za strokovno izobrazevanje, pa seveda tudi za izmenjavo mnenj in prijetno druzenje s kolegi.

Prav tako v imenu vodstva SZKKLM vabim vse, ki delujete na podrocju laboratorijske medicine, da se Se aktivneje vklju-
cyjete v delovanje nasega drustva. Veseli bomo vasih pobud za aktivno sodelovanje. Vse pa, ki se niste ¢lani SZKKLM,
prijazno vabim, da se vclanite. Pred laboratorijsko medicino so stevilni strokovni izzivi in eticne dileme, s katerimi se bomo

v skupnem mocnem stanovskem zdruZenju laZje soocall.

Zavezanost stroki in ljubezen do poklica, ki ga opravljamo, naj ostaneta vodili nasega delovanja v dobro vseh, ki nas potrebujejo.

Mag: Lidija Gobec, spec. med. biokem.
Predsednica Slovenskega zdruzenja za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino
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Laboratorijska medicina skozi oc¢i
predsednice Zbornice laboratorijske

medicine Slovenije

Pika Mesko Brguljan

Univerzitetna klinika za pljuéne bolezni in alergijo Golnik, Laboratorij za klini¢no biokemijo in hematologijo

Dejavnost in kompetence medicinskih laboratorijev so raz-
vidne Ze iz definicij, ki jih opredeljujeta dva kljucna krovna
dokumenta za delovanje medicinskih laboratorijev, Pravil-
nik o pogojih, ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji za iz-
vajanje preiskav na podrocju laboratorijske medicine (Ur. L.
RS 64/04, 1/16, 56/19, 131/20 in 152/20 — ZZUOQOP) (v na-
daljevanju Pravilnik) (1) in mednarodni standard SIST EN
ISO 15189 Medicinski laboratoriji — Zahteve za kakovost
in kompetentnost (v nadaljevanju SIST EN ISO 15189) (2).
Medicinski laboratorij preiskujejo vzorce, kot so bioloski
materiali, pridobljeni iz ¢loveskega telesa, in drugi mate-
riali z namenom pridobiti podatke za postavitev diagnoze,
zdravljenje, preprecevanje bolezni ali oceno zdravstvenega
stanja pacienta. Pomembno pa je, da medicinski laborato-
riji zagotavljajo tudi svetovalne storitve, ki zajemajo vse vi-
dike laboratorijskih preiskav, vklju¢no z interpretacijo re-
zultatov in svetovanjem o ustreznih nadaljnjih preiskavah.

Zakonodajna osnova za izvajanje dejavnosti medicinskih
laboratorijev v Republiki Sloveniji je torej izpolnjevanje
zahtev Pravilnika. S tem vsi izvajalci laboratorijskih pre-
iskav, tako laboratoriji (za podro¢ja medicinske biokemi-
je, klini¢ne mikrobiologije, patologije, transfuzijske medi-
cine, laboratorijske medicinske genetike, sodne medicine),
kot tudi izvajalci laboratorijskega testiranja ob pacientu
(POCT) lahko pridobijo dovoljenje za delo Ministrstva za
zdravje. Nadalje zahteve za kakovost in kompetentnost me-
dicinskih laboratorijev opredeljuje mednarodni standard
za medicinske laboratorije, ki vklju¢uje zahteve o usposo-
bljenosti in kompetentnosti izvajalcev, ter je bil sprejet tudi
kot slovenski standard, SIST EN ISO 15189. Akreditira-
nje medicinskih laboratorijev po mednarodnem standar-
du SIST EN ISO 15189 poteka pri Slovenski akreditaciji,
ki je edina pristojna za akreditiranje v Sloveniji. Akredi-
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tacija je mednarodno veljavna. Mednarodni standard, ki
podaja zahteve za testiranje ob pacientu (POCT), je SIST
ENISO 22870: Testiranje ob pacientu (POCT) — Zahteve
za kakovost in kompetentnost (3). Tudi ta standard podaja
zahteve za kompetentnost, kar pomeni, da mora biti osebje,
ki izvaja analize, usposobljeno in kompetentno. Standard
ISO 22870 se uporablja skupaj s standardom ISO 15189.
Zahteve ISO 22870 se uporabljajo, kadar se POCT izvaja
v bolnisnici, kliniki ali zdravstveni organizaciji, ki zagota-
vlja ambulantno oskrbo. Zahteve standarda se ne nanasa-
jo na samotestiranje pacientov, ¢eprav so nekateri elemen-
i tega standarda lahko uporabni.

Objava Pravilnika v letu 2004 in zacetek pregledov izpol-
njevanja njegovih zahtev je klju¢no prispevalo k dvigu ka-
kovosti medicinskih laboratorije v Sloveniji in s tem k var-
nosti pacientov. Zahteve Pravilnika glede osebja in njihove
kompetentnosti, kakovosti se tesno prepletajo z dejavno-
stjo, ki jo po javnih pooblastilih Ministrstva za zdravije iz-
vaja Zbornica laboratorijske medicine Slovenije (ZLMS).
To so tako vodenje registra izvajalcev laboratorijske me-
dicine (4), nacrtovanje specializacij in specialisticnih izpi-
tov medicinske biokemije (5), kot tudi izvajanje strokovnih
nadzorov s svetovanjem pri izvajalcih laboratorijske me-
dicine (6). Izrednega pomena za zagotavljanje kompeten-
tnosti nosilcev dejavnosti laboratorijske medicine so licen-
ce specialistov, kar ponovno uvaja letosnja objava odredbe
(7), daje za specialiste medicinske biokemije licenca ponov-
no obvezna. Ministrstvo za zdravje je ZLMS podelilo jav-
no pooblastilo tudi za urejanje tega podrocja. K urejenosti
poklicnih kvalifikacij na podroc¢ju laboratorijske medici-
ne sodijo tudi programi pripravnistev ter strokovni izpi-
ti. Programi pripravnistev so bili za celotno podrocje la-
boratorijske medicine pripravljeni pri ZLMS, usklajeni z
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Pika Mesko Brguljan je specialistka medicinske bi-
okemije z mednarodno priznanim nazivom evrop-
ski specialist laboratorijske medicine in doktoratom
znanosti pridobljenim na Univerzi v Ljubljani. V Uni-
verzitetni kliniki za pljuéne bolezni in alergijo Golnik
vodi Laboratorij za kliniéno biokemijo in hematolo-
gijo, ki je I. 2017 pridobil akreditacijo SA LM-001 po
mednarodnem standardu za medicinske laboratori-
je SISTEN ISO 15189, aktivna pa je tudi v interdisci-
plinarnih delovnih skupinah ter svetih Klinike Golnik.
Opravlja ali je opravljala vrsto vidnih funkcij in zadol-
Zitev na strokovnem in pedagoskem podroéju, med
drugim v Republiskem strokovnem kolegiju za labo-
ratorijsko medicino — medicinsko biokemijo (pred-
sednica 2008 - 2009, &lanica: 2002 - ), delovnih
telesih Ministrstva za zdravije, kot je Komisija za ko-
ordinacijo implementacije Pravilnika (predsednica,
2008 - 2017), in kot predstojnica Katedre za klini&-
no biokemijo Medicinske fakultete Univerze v Mari-
boru (2014 - 2020). Aktivno zZe vrsto let sodeluje pri
delovanju Slovenskega zdruZenja za kliniéno kemijo
in laboratorijsko medicino (predsednica 2002 - zaé.
|. 2008; tajnik 1996 - zaé. I. 2002; &lanica izvrsilne-
ga odbora 2008 - 2014, 2021 - ; ¢&lanica nadzor-
nega odbora 2014 - 2021) in Zbornice laboratorij-
ske medicine Slovenije (¢lanica komisije za vodenja
registrov 2008 - 2019; ¢lanica odbora za strokovna
vprasanja 2010 - 2015; ¢lanica komisije za specia-
lizacije 2015 - ), kjer je od leta 2019 njena predse-
dnica. Kot predstavnica Slovenije ali ¢lanica delov-
nih skupin deluje ali je delovala tudi pri mednarodnih
zdruzenjih IFCC (International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine), FESCC (Forum
of European Societies for Clinical Chemistry), EC4
(European Communities Confederation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine) in EFLM (Eu-
ropean Federation for Clinical Chemistry and Labo-
ratory Medicine).

vsemi strokovnimi zdruzenji in Republiskimi strokovni-
mi kolegiji, ki delujejo na podrocju laboratorijske medici-
ne. V letu 2022 so bili tudi objavljeni v Uradnem listu (8).

Kje kot predsednica ZLMS vidim najpomembnejse izzi-
ve in naloge pri urejanju in razvoju podrocja laboratorij-
ske medicine? Med drugim so izzivi vsekakor povezani z
uveljavitvijo nove uredbe EU o in vitro diagnosticnih me-
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dicinskih pripomockih (EU) 2017/746) in spremembami,
ki jih ta uredba prinasa. S tem, da morajo imeti vsi izva-
jalci laboratorijskih preiskav za svoje delovanje dovoljenje
za delo ministrstva za zdravje smo pomembno dvignili
nivo laboratorijske medicine v Sloveniji. Za nadaljnji na-
predek in mednarodno prepoznavnost kakovosti in kom-
petentnosti medicinskih laboratorijev pa je kljucno, da se
v Sloveniji vec¢ laboratorijev akreditira po SIST EN ISO
15189. Digitalizacija zdravstva je aktualno podrocje, kjer
je nujna tudi vkljucenost laboratorijske medicine. S tem
je povezan tudi sifrant laboratorijskih preiskav, ki naj bi
bil mednarodno uveljavljen. Potrebno je dokon¢no urediti
normative, evidence na podrocju laboratorijske medicine,
financiranje laboratorijskih preiskav, mrezo laboratorijev,
podrocje POCT. To je le nekaj nalog oz. izzivov, ki so pred
nami. Klju¢no vlogo pri njihovi realizaciji pa ima zako-
nodajalec v tesnem sodelovanju s strokovnjaki laboratorij-
ske medicine. Razvoj laboratorijske medicine je izredno
hiter, podrocja dela se cedalje bolj prepletajo, zato je pot-
rebno za kakovostno, kompetentno delo na podrocju labo-
ratorijske medicine sodelovanje, povezovanje in zavzetost
vseh strokovnjakov ter strokovnih teles na tem podrocju.
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POVZETEK

Merljivi preostanek bolezni (MRD) so levkemicne celice,
preostale po zdravljenju, ki so biolosko zmozne povzroci-
ti ponovitev bolezni v doloc¢enem ¢asovnem intervalu. Te
celice so tako merilo tumorskega bremena kot tudi nepo-
sredni vzrok ponovitve bolezni. V ta namen potrebuje-
mo izjemno obcutljive in specificne nacine preiskovanja.

Ustrezno obcutljivost za dolocanje MRD izpolnjujejo mole-
kularno genetske metode in vec¢barvna preto¢na citometri-
ja. Med metodami molekularne genetike je najbolj uveljav-
ljen kvantitativni RT-PCR. Pri pretocni citometriji ciljno
obcutljivost dosezemo tako, da prestejemo zelo veliko Ste-
vilo celic. Specificnost zaznavanja levkemicnega klona je
pogojena z uporabo stabilnih oznacevalcev bolezni, ki jih
praviloma prepoznamo ob postavitvi diagnoze in jih nato
18¢emo ob periodicnem dolo¢anju MRD. Ustrezni genet-
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ski oznacevalci so bodisi fuzijski ali mutirani geni, pri do-
locanju s preto¢no citometrijo pa specificni imunofenotip
levkemic¢nih celic.

MRD ne glede na uporabljeno metodo podajamo v od-
stotkih. Za zanesljivost rezultata je bistvenega pomena, da
je kakovost vzorca ¢im boljsa. Pri vecini krvnih bolezni
je obcutljivost zaznavanja MRD boljsa v kostnem mozgu
kot v venski krvi in kljuc¢no je, da je nacin dolocanja stan-
dardiziran. Glede na vrsto bolezni se razlikujejo prazne
vrednosti za interpretacijo klinicnega pomena MRD, ¢a-
sovni intervali dolo¢anja MRD ter predpisan klini¢ni po-
seg, temelje¢ na rezultatih dolocanja MRD.

Kljuéne besede: merljivi preostanck bolezni, MRD, pre-
tocna citometrija, qPCR

»



ABSTRACT

Measurable residual disease (MRD) are leukemia cells re-
maining after treatment that are biologically capable of
causing a relapse of disease over a period of time. These
cells are both a measure of tumor burden and a direct
cause of disease recurrence. Therefore, we need extreme-
ly sensitive and specific analytical methods.

Molecular genetic methods and multicolor flow cytom-
etry meet the appropriate sensitivity for MRD determi-
nation. Among the molecular genetic methods, quantita-
tive RT-PCR 1is the most widely used. In flow cytometry,
a large number of cells must be counted to achieve the
target sensitivity. The specificity of leukemic clone detec-
tion 1s based on the use of stable markers of the disease,
which are usually identified at the time of diagnosis and
then sought at the periodic determination of MRD. Rel-
evant genetic markers are either fusion or mutated genes

UvoD

Merljivi preostanek bolezni (MRD) so levkemicne celice,
preostale po zakljuc¢eni kemo-, imuno-, radioterapiji, ki so
biolosko zmozne povzrociti ponovitev bolezni v dolocenem
casovnem intervalu (1). Te celice so tako merilo tumorske-
ga bremena kot tudi neposredni vzrok ponovitve bolezni.
Periodi¢na preverjanja odziva na zdravljenje dajo infor-
macijo o obcutljivosti levkemicnih celic na kemoterapijo in
ucinkovitosti celotnega zdravljenja ter usmerjajo nadaljnjo
izbiro zdravljenja (2). Pri levkemijah so MRD lahko tako
ostanki izvornih levkemicnih celic, ki so povzrocile bole-
zen, kot tudi sekundarne levkemicne celice, ki so nastale
s selekeijo klonov ali transformacijo primarnih levkemic-
nih celic (2). Zgodovinsko je v hematologiji prepoznava-
nju ostanka bolezni sluzil citomorfoloski pregled kostnega
mozga, ki pa ima zelo majhno obcutljivost in specificnost.
V zadnjih dvajsetih letih je bilo zato v razvoj dovolj obcu-
thjivih in specificnih metod za dolocanje MRD vlozeno
ogromno napora (3). Sprva uveljavljeni izraz minimalni
preostanek bolezni je v zadnjih letih zamenjal ustreznejsi
1zraz merljivi preostanek bolezni, ki opozarja na omejitve
zaznavanja klona z obcutljivostjo metode.
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and, when determined by flow cytometry, the specific im-
munophenotype of leukemic cells.

Regardless of the method used, the MRD is given as a per-
centage. For the reliability of the result, it is essential that
the quality of the sample is as good as possible. In most
blood cancers, the sensitivity of MRD detection is better
when analysed in the bone marrow than in the venous
blood, and it is crucial that the method is standardized.
Depending on the type of disease, cut-off values for the
interpretation of the clinical significance of MRD, time
intervals for determining MRD and clinical intervention
based on the results of MRD determination differ.

Key words: measurable residual disease, MRD, flow cy-
tometry, gPCR

Idealni test dolocanja MRD naj bi natanc¢no kvantificiral

levkemicne celice. Zahteve, ki jim mora ustrezati metoda
dolocanja MRD, so naslednje (3):

* Velika obcutljivost. Obcutljivost dolocanja MRD
mora biti najman;j 1 levkemicna celica med 10 000
levkociti, kar je izrazeno s potenco 1x10™", v delezu
pa 0,01 %.

e Velika specificnost. Metoda mora zagotavljati
zanesljivo locevanje med levkemic¢nimi in
normalnimi celicami.

e Hitrost. Rezultat mora biti na voljo v razumno
kratkem casu, ker je od tega odvisno prilagajanje
terapije.

* Dovolj$na robustnost, ki omogoca medlaboratorijsko
primerjavo.

Merilo ustrezne obcutljivosti izpolnjujeta dva nacina do-
lo¢anja, in sicer molekularno genetske metode in vecbarv-
na pretocna citometrija (MFC). Ti dve metodi izpolnjujeta
tudi zahtevi po hitrosti in robustnosti izvedbe. Specific-

nost metode oziroma zanesljivo razlikovanje med levke- >
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mic¢nimi in nelevkemi¢nimi celicami temelji na ustreznem
oznacevalcu levkemicne celice, ki ga praviloma prepozna-
mo ob diagnozi. Med zdravljenjem ali po njem nato temu
oznacevalcu sledimo. Glede na to so oznacevalci doloca-
nja MRD bodisi povezani s specificnim imunofenotipom
(LAIP — leukemia associated immunophenotype) oziroma
z genetskimi posebnostmi levkemicne celice.

Ujemanje med rezultati MRD, pridobljenimi s pomoc-
jo MFC, ali molekularno genetskimi metodami je pravi-
loma zelo dobro; pri prazni vrednosti 0,01 % je vec¢je od
90 % (3). Vecino razlik gre pripisati priblizno za desetiski
logaritem vecji obcutljivosti molekularne genetike. Za zdaj
imata oba nacina svoje prednosti in slabosti, nobeden od
njiju pa ni povsem specificen in obcutljiv za napoved po-
novitve bolezni (1).

Ko imamo torej ustrezno tehniko in ustrezen oznacevalec,
je za kakovost in uporabnost MRD kljucno se (4):

* Standardizacija doloc¢anja. Z jasno postavljenimi
smernicami se izboljSujeta tudi standardizacija in
medlaboratorijska primerljivost.

e Dolocitev klini¢ne prazne vrednosti, ki je povezana
bodisi s prezivetjem do napredovanja bolezni bodisi
s celokupnim prezivetjem. Kljucni rezultat dolo¢anja
MRD je zaznaven ali nezaznaven MRD, ki ga
interpretiramo glede na klini¢no prazno vrednost.

+ Casovni intervali dolo¢anja. Ti so odvisni tako
od posamezne bolezni kot od uporabljene sheme
zdravljenja ter tkiva, v katerem se MRD doloca.

e Klini¢ni poseg, temelje¢ na rezultatih dolocanja
MRD. Ce MRD ne vpliva na klini¢ne odlocitve, tudi

njegovo dolocanje nima smisla.

DOLOCANJE MRD S PRETOCNO CITOMETRIJO

Ze pred klini¢no uporabo preto¢ne citometrije je fluorescenc-
na mikroskopija pokazala imunofenotipske posebnosti lev-
kemicnih celic, vendar ta metoda ni dovolj obcutljiva za do-
loc¢anje MRD. Dovoljsno obcutljivost omogoca kombinacija
Stevilnih fluorokromov na isti celici, kar je omogocila upo-
raba MFC. Za dolo¢anje MRD je priporocena istocasna
uporaba vsaj 8 barv (3). Uporaba najustreznejsth LAIP pri
MFC je konceptualno razlicna glede na znacilnosti posame-
zne bolezni. Pri akutni limfoblastni levkemiji T (T-ALL) npr.
zadosca ze zaznavanje nezrelih celic v kostnem mozgu, ker
normalne nezrele timocite sicer najdemo le v prizeljcu. To-
rej ne gre za pravi LAIP, pac pa za specificno najdbo glede

na kompartment. Nasprotno pa limfoblaste B najdemo tudi
v normalnem kostnem mozgu, ob regeneraciji pa se lahko

njithov delez izrazito poveca. Torej potrebujemo pri B-ALL
specificen levkemicni odtis oziroma LAIP (3). LAIP je lah-
ko aberantno izrazanje dolocenih oznacevalcev, ki jih pri

normalnih celicah iste vrste sicer ne najdemo, lahko opa-
zimo asinhronizem, pri katerem najdemo antigene, znacil-
ne za zrele celice na nezrelih levkemicnih celicah, lahko pa

gre tudi za prekomerno ali znizano izrazanje ali celo izgu-
bo antigenov, ki so normalno izrazeni na izbrani celi¢ni lini-
ji. Cim bolj imunofenotip odstopa od normalnega, tem bolj

specificno je zaznavanje MRD. Zato so v pretocni citometriji

dodajani vedno novi oznacevalci, ki omogocijo natan¢nejso

opredelitev LAIP. Diagnosti¢ni vzorec je pri tem izjemne-
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ga pomena, ker je sicer kasnej$e zaznavanje MRD zelo ne-
zanesljivo. Pri otroskih ALL ima LAIP npr. kar 98 % vseh
bolnikov, kar omogoca dovolj obcutljivo sledenje MRD pri
domala vseh bolnikih. Prav tako ga ima ze izhodis¢no lim-
focit pri kroni¢ni limfocitni levkemiji (KLL), pri akutni mi-
eloblastni levkemiji (AML) pa le del bolnikov.

V vsakem 1zvidu podamo stevilo vseh analiziranih celic in/
ali stevilo CD45+ celic (levkocitov), spodnjo mejo zaznave
(LOD) in spodnjo mejo kvantifikacije (LOQ). S pretocno
citometrijo lahko zaznamo klon, ko populacijo z doloce-
nim imunofenotipom sestavlja najmanj 20 celic, kvantifi-
ciramo jth lahko, ko je v zaznanem klonu najmanj 50 ce-
lic. Kvantitativni rezultat MRD (%) izdamo izklju¢no nad
mejo kvantifikacije (LOQ) in je razmerje med Stevilom ce-
lic klona ter stevilom vseh analiziranih celic oziroma lev-
kocitov (CD45 pozitivne celice) pomnozeno s 100. LOD,
LOQ ter interpretacija rezultata so tako neposredno od-
visni od $tevila vseh analiziranih celic. Za doseganje ciljne
obcutljivosti je priporocljivo, da prestejemo med 500000 in
1000000 celic (5). Zato je kakovost vzorca bistvenega po-
mena, obcutljivost zaznave pa znatno znizuje hemodilu-
cija oziroma premajhna koli¢ina vzorca.

Pristop k dolocanju MRD z MFC se med laboratoriji lahko
nekoliko razlikuje (nacin zamejevanja, izbira klonov, fluo- »



rokromov, posebnosti aparata). Ne glede na to pa mora biti
kon¢ni rezultat medlaboratorijsko povsem primerljiv. Za-
nesljivost in primerljivost rezultatov potrjujejo tudi sheme
mednarodnih kontrol, ki so za MRD pri stevilnih boleznih
ze dostopne. Gre torej za zelo zanesljivo in medlaborato-
rijsko primerljivo metodo, zato se je tudi siroko uveljavila.

MRD AML. Za dolo¢evanje MRD pri bolnikih z AML
uporabimo oznacevalce, ki so znacilni za nezrele celice
(CD34, CD117), v kombinaciji z oznacevalci, ki so aberan-
tno izrazeni na mieloblastih (CD2, CD7, CD19, CD36). Ce
je bilaizhodis¢no postavljena diagnoza akutne monocitne
ali mielomonocitne levkemije, uporabimo oznacevalce, ki
so znacilni za monocitno vrsto, da dolo¢imo delez mono-
citne vrste v analiziranem vzorcu. Ce pri analizi MRD
zaznamo levkemicne celice in je njihov delez nad 0,1 %,
izdamo izvid kot zaznaven MRD. Ce je njihov delez pod
0,1 %, je klini¢ni pomen teh preostalih celic zaenkrat ne-
znan, saj je pod klini¢no prazno vrednostjo. Ce levkemic¢nih
celic ne zaznamo, izdamo izvid kot nezaznaven MRD (5).

SSINT

55 INT
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MRD ALL. MFC je uporabna za dolocanje MRD pri ve-
liki vecini bolnikov z ALL. Zato je bila prva metoda sle-
denja MRD, katere rezultati so sluzili za postavitev kljuc-
nih mejnikov za usmerjanje zdravljenja. Prazna klinicna
vrednost 0,01 % izhaja iz uporabe stiribarvne pretocne ci-
tometrije. Ze v devetdesetih letih prejinjega stoletja se je
MRD uveljavila za klini¢ne odlocitve pri pediatri¢nih bol-
nikih, v zadnjem obdobju pa postaja vse pomembnejsa tudi
pri odraslih bolnikih z ALL (6). Za dolocevanje MRD pri
B-ALL uporabimo oznacevalce, ki so znacilni za nezrele
celice B (CD10, CD19, CD34), v kombinaciji z oznaceval-
ci, ki so nale-teh aberantno izrazeni (CD38, CD44, CD58,
CD66¢, CD81, CD123). Pri T-ALL iscemo nezrele celice
T-celi¢ne linjje s kombinacijo oznacevalcev CDla, CD2,
CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, TdT in CD34 (Slika 1). Ce
pri analizi MRD zaznamo levkemic¢ne celice in je njihov
delez nad 0,01 %, izdamo izvid kot zaznaven MRD. Ce je
njihov delez pod 0,01 %, je klini¢ni pomen teh preostalih
celic za zdaj neznan, saj je pod klini¢no prazno vrednostjo.

CO34-ECD
CD5-PE

108 100 107 0 100 100 104 0
CDY-FITC CD3-PCS

Slika 1: Stopenjsko zamejevanje MRD pri bolniku s T-ALL. Iz analize najprej izlocimo celi¢ni debris (mnozica A v razsevnem diagramu A),
nato se omejimo na blastno okno (mnozica B v razsevnem diagramu B) in is¢emo izhodiséni imunofenotip T-limfoblastov (z mnozico C zamejimo
dvojno pozitivno (CD7 in CD34) populacijo v razsevnem diagramu C ter z mnozico MRD zamejimo CD5 pozitivno in CD3 negativno populacijo v

razsevnem diagramu D).

MRD KLL. Limfomske celice pri kronicni limfocitni lev-
kemiji (KLL) imajo znacilen imunofenotip, ki se razlikuje
od normalnih limfocitov B in vecine drugih limfomskih
celic. Limfomske celice izrazajo celi¢ne oznacevalce B li-
nije CDI19, CD20 skupaj s CD5, CD23, CD43, CD200
in RORI. Ce limfomske celice zaznamo, podamo njihov
delez, sicer navedemo, da limfomskih celic nismo zazna-
li. Klini¢na prazna vrednost je 0,01 %, saj je dokazano, da
imajo bolniki s preostalo boleznijo nad to vrednostjo slab-
se prezivetje. Kljub temu pa je dolocanje MRD v rutinski

klini¢ni praksi zaenkrat odsvetovano, ker ni znano, kate-
re klini¢ne odlocitve bi morale biti sprejete ob zaznavnem
MRD. Poleg tega so na trzis¢u nove zdravilne ucinkovine,
s katerimi dosezemo dober nadzor bolezni, le redki bolni-
ki pa ob tem dosezejo nezaznaven MRD, s ¢cimer postane

dolo¢anje MRD nesmiselno (7, 8).
MRD plazmocitom. Locevanje med normalnimi plaz-

matkami in plazmocitomskimi celicami lahko dosezemo
z uporabo MFC, ker nobeno izmed uporabljenih proti-
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teles ne loci zanesljivo med normalnimi plazmatkami in
plazmocitomskimi celicami. Za doloc¢itev MRD uporab-
ljamo protitelesa proti CD38 in CD138 za identifikaci-
jo plazmatk v kombinaciji s GD19, CD27, CD45, CD56,
CDS8I in CD117 za opredelitev, ali je njihov imunofenotip

normalen ali aberanten. MRD naj bi pri plazmocitomu
po novih smernicah obvezno doloc¢ali, vendar $e ni zna-
no, katere klini¢cne odlocitve bi morale biti sprejeti ob za-
znavnem MRD (9, 10).

DOLOCANJE MRD Z MOLEKULARNO GENETIKO

Tako kot pri imunofenotipu, lahko tudi pri genetskih ozna-
cevalcih lo¢imo dva konceptualno razlicna oznacevalca.
Prvi je specificni podpis vsakega limfocita, povezan z en-
kratnostjo preureditev genov za tezko verigo imunoglobu-
linov Ig oziroma T-celi¢ni receptor (TcR) med zgodnjo di-
ferenciacijo limfocitov B in T, ko prihaja do zdruzevan;
segmentov V, D in J. Nadaljnja enkratnost in raznovr-
stnost vkljucujeta $e nakljucne insercije ter delecije nukle-
otidov na povezovalnih mestih teh segmentov. Ker so no-
votvorbe po opredelitvi klonalne, predstavlja vsaka rakava
bolezen limfati¢ne linije ekpanzijo klonalne populacije s
specificnim zapisom Ig/TcR (3). Ig/TcR preureditve tako
sodijo med univerzalne oznacevalce. S pomocjo sekven-
ciranja omenjenih genov lahko dolo¢imo specificno pre-
ureditev genov ob postavitvi diagnoze, nato pa ji sledimo.
MRD lahko dolo¢amo preko enkratnih preureditev teh ge-
nov pri vecini bolnikov s KLL ter B- in T-ALL. Pri bolni-
kih z ALL za odkrivanje klonalne populacije s specificnim
zapisom Ig/TcR lahko uporabimo tudi sekvenciranje nas-
lednje generacije (NGS), ki z uporabo univerzalnih zace-
tnih oligonukleotidov omogoca spremljanje vseh preure-
ditev genov Ig/TcR hkrati. S tem zagotavlja popolno sliko
ne le o preostalem levkemicnem klonu ampak tudi o nor-
malnem imunskem repertoarju (11).

Druga podvrsta oznacevalcev so specificne preureditve,
povezane s posamezno vrsto oziroma podvrsto bolezni.
Najveckrat se kot oznacevalci uporabljajo fuzijski ali mu-
tirani geni oziroma raven njihovega izrazanja preko dolo-
canja mRNA, iz katere sintetiziramo cDNA. Obcutljivost
zaznavanja je zaradi intenzivnosti izrazanja bistveno vec-

ja kot pri uporabi genomske DNA (12).

Za dolocanje MRD je najbolj razsirjena uporaba kvanti-
tativnega RT-PCR (qPCR), ki je v primerjavi z alternativ-
nima metodama, digitalnim PCR ter NGS, tudi cenejsa.
MRD izrazamo v odstotkih tudi pri molekularno-genet-
ski analizi. Da izni¢imo vpliv spremenljive kakovosti in
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kolicine RNA, vse analize, temeljece na RT-qPCR, vklju-
Cujejo uporabo hisnega gena, na katerega normaliziramo
vrednost izrazanja tar¢nega gena. Raven izrazanja tarcne-
ga gena se normalizira tako, da izracunamo razmerje med
kolic¢ino prepisa tar¢nega (fuzijskega ali mutiranega) gena
in referencnega gena, ki je praviloma ABLI (13). To vred-
nost, ki jo imenujemo normalizirano §tevilo kopij (NSK),
pomnozimo s sto, da rezultat izrazimo v odstotkih.

Digitalni PCR (ddPCR) je v rutinskem dolocanju MRD
za zdaj bistveno manj razsirjen kot gPCR. Njegova pred-
nost je, da je metoda absolutna, kar omogoca zanesljivo
kvantifikacijo tumorskega bremena, ne da bi za vsako do-
lo¢itev posebej pripravljali umeritveno krivuljo (14). Njena
slabost pa, da za zdaj ni medlaboratorijsko standardizira-
na, kar zmanjsuje njeno zanesljivost in ponovljivost. Ena-
ko slabost ima pri dolocanju MRD tudi NGS.

Obcutljivost zaznavanja MRD je odvisna od ravni izraza-
nja tarcnega gena posamezne levkemicne celice, ki se med
bolniki lahko znatno razlikuje (12). Zato je nuno potreb-
na analiza izhodis¢nega vzorca za vsakega bolnika pose-
bej, ker na tej osnovi lahko kasneje izracunamo obcutlji-
vost zaznavanja MRD specifi¢no za posameznika. Pri tem
drugi pomembni dejavniki, ki vplivajo na obcutljivost re-
akceije, kakrsna sta hemodilucija ali slaba regeneracija, niso
vkljuceni, splosno pa zmanjsujejo obcutljivost (12). Speci-
ficnost preiskave zagotavljamo tudi z uporabo pozitivnih
in negativnih kontrol. Ker so najvecja tezava spremlja-
nja MRD lazno pozitivni rezultati, je eno od pomembnih
pravil, da na osnovi enega pozitivnega rezultata ne spre-
jemamo klini¢nih odlocitev. Vselej je potrebna potrditev
predhodnega rezultata na novem vzorcu po predpisanem
Casovnem zamiku.

MRD KML. Za dolocanje MRD pri bolnikih s kronic-
no mieloi¢no levkemijo (KML) kot oznacevalce uporablja-

mo razlicne prepise fuzijskega gena BCR::ABLI, ki nasta- »



nejo kot posledica translokacije t(9;22)(q34;ql11). Pri KML
lahko dolo¢amo MRD za tri prepise: el3a2 (b2a2), el4a2
(b3a2) in ela2. Najbolj pogosta prepisa sta el3a2 in el4a2
(~ 98 % bolnikov), za katera raven izrazanja spremljamo v
mednarodnem merilu (IS) (15). Raven izrazanja se kot zgo-
raj napisano izrac¢una v odstotkih, to vrednost nato pomno-
zimo s konverzijskim faktorjem, ki ga laboratorij pridobi z
mednarodnimi primerjavami oziroma ga dolo¢i s pomoc-
jo standardov. Tako izrazen rezultat je medlaboratorijsko
primerljiv (16). Ob diagnozi dolo¢imo raven izrazanja fu-
zijskega gena BCR::ABLI v venski krvi, kar kasneje pri sle-
denju MRD sluzi za dolo¢itev molekularnega odziva (MR)
na tarcno zdravljenje s tirozin kinaznimi inhibitorji (TKI).
Izhodis¢na tocka mednarodnega merila je vrednost 100 %
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IS, ki pomeni povprecno standardizirano zacetno vrednost
1zrazanja fuzijskega gena BCR::ABLI nezdravljenih bolni-
kov s KML. 0,1 % IS je za tri desetiske logaritme zmanj-
sana vrednost glede na izhodis¢no in je privzeta kot glav-
ni MR (MMR = 3.0) na zdravljenje. Doseganje stabilnega
MMR je cilj zdravljenja in naj bi ga bolniki dosegli po 12
do 18 mesecih od zacetka zdravljenja. Dolocitev MR 4.0
do MR 5.0 predstavlja globoki MR (15). Preiskavo 1zva-
jamo vsake tri mesece do potrjenega stabilnega MMR in
nato trajno vsake tri do $est mesecev. Zmanjsanje MR je
vedno razlog za skrbnejse spremljanje bolnika in morebi-
tno spremembo nacina zdravljenja. V Tabeli 1 prikazuje-
mo odvisnost MR od IS glede na ¢as od zacetka zdravlje-
nja s TKI in pricakovani odziv na zdravljenje.

Tabela 1: Sledenje MRD pri KML po zacetku zdravlienja s TKl in pri¢akovani molekularni odziv v mednarodnem merilu (IS). MMR - glavni

molekularni odziv; TKI - tirozin kinazni inhibitor.

e e oo ool I re——
3 1log <10,0 1.0
6 2 log <1,0 2.0
12 3log <0, 3.0 (MMR)
4log <0,01 40
>18 4.5 log <0,0032 4.5
5 log < 0,001 5.0

MRD AML. MRD lahko dolo¢amo z molekularno-ge-
netskimi preiskavami pri tistih bolnikih z AML, pri kate-
rih prepoznamo zanesljiv genetski oznacevalec. Pri AML
imamo $tiri zanesljive molekularne oznacevalce, za katere
imamo smernice o ¢asovnih razmikih spremljanja, znani
so tudi klinicni posegi. Kot oznacevalec je najdlje v upo-
rabi fuzijski gen PML::RARA (t(15;17)(q24;q21)) pri akutni
promielocitni levkemiji (APL). MRD lahko spremljamo za
prepise berl, ber2 in ber3 (17). V zadnjih dveh letih smo
dobili tudi smernice za spremljanje AML s tremi drugimi
genetskimi preureditvami. Pri AML z razlicicami v genu
NPM] lahko spremljamo MRD pri razlicicah, ki jih ozna-
cujemo kot A, B in D. Pri akutni mielomonocitni levkemi-

ji z eozinofilijo imamo fuzijski gen CBFB:MYHI! (inv(16)
(p13q22)), pri katerem lahko spremljamo prepise A, D in E.
Ustrezen oznacevalec je tudi fuzijski gen RUNXI:RUNXITI
(t(8;21)(q22;q22). Skupno najdemo molekularni oznaceva-
lec pri priblizno 40 % AML (3).

Zaradi boljse obcutljivosti je najprimernejsi vzorec pri
vseh AML kostni mozeg. Preiskavo lahko izvedemo tudi v
vzorcu venske krvi (pri vsajl0¥10°/L levkocitih in vsaj 20 %
blastov), vendar ne pri APL. MRD spremljamo po dveh
ciklih terapije, ob koncu terapije, nato pa vsake 3 mesece
naslednjih 24 mesecev. Ce MRD spremljamo na vzorcu
venske krvi, to izvajamo bolj pogosto, na 4—6 tednov (5).
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MRD razlagamo glede na predhodne rezultate preiska-
ve kot (Slika 2):

* popolna molekularna remisija: dva zaporedna
nezaznavna rezultata MRD, pridobljena v intervalu
2 4 tednov;

e molekularno vztrajanje pri nizkem Stevilu
kopij: relativno povecanje izrazanja med dvema
pozitivnima rezultatoma po koncu terapije, ki pa je
manjse od desetiskega logaritma;

* molekularno napredovanje: povecanje stevila kopij
med dvema pozitivnima vzorcema pri bolnikih z
molekularnim vztrajanjem pri nizkem Stevilu kopij;

* molekularni relaps: povecanje stevila kopij, ki
je vecje od desetiskega logaritma med dvema
pozitivnima vzorcema pri bolnikih, ki so bili prej
MRD nezaznavni.
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Slika 2: Razlaga MRD glede na predhodne rezultate preiskave. A) Popolna molekularna remisija; B) molekularno vztrajanje pri nizkem 3tevilu
kopij; C) molekularno napredovanije in D) molekularni relaps. NSK — normalizirano 3tevilo kopij.

Pri bolnikih z AML, pri katerih nismo nasli nobenega od
zgoraj nastetih oznacevalcev, lahko uporabimo katero od
drugih genetskih sprememb, ki smo jo odkrili ob posta-
vitvi diagnoze. Najpogosteje spremljamo tockovne muta-
cije v dolocenih genih, ki jih vecinoma najdemo z upora-
bo NGS (18). Primeren oznacevalec za spremljanje z NGS
je tisti, ki ima ob postavitvi diagnoze alelno frekvenco
vsaj 5 %. Pokritost razlicice, ki jo spremljamo, mora biti
od 10°-10°. Pri tem je pomembno, da vemo, kateri geni
niso primerni za sledenje MRD. Geni DNMT3A, ASXLI
in TET? niso primerni oznacevalci, ker v njih lahko pri-
de do pojava razlicic v procesu staranja oziroma pojava
klonalne hematopoeze. Zarodne razlicice (alelna frekven-
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ca ob diagnozi 2 50 %) v genth RUNX1, GATA2, CEBPA,
DDX41 in ANKDRZ26 prav tako niso primerni oznacevalci
(5). Spremljanje MRD z NGS, ki ga praviloma izvajamo
na vzorcu kostnega mozga, je izvedbeno in interpretacij-
sko zahtevno, pri ¢emer merila za interpretacijo rezulta-
tov za zdaj niso jasna.

MRD ALL. Za dolo¢evanje MRD pri bolnikih z B-ALL
uporabljamo nekatere fuzijske gene. Fuzijski gen BCR::ABLI
je prisoten pri ~ 30 % odraslih bolnikov z B-ALL, pri ce-
mer je pri ~ 70 % bolnikov to prepis ela2, pri 30 % el3a2
ali el4a2. Spremljamo lahko vse tri prepise, rezultata pa ne
podajamo v mednarodnem merilu, pac¢ pa v odstotkih kot



pri AML. Ostala dva oznacevalca za spremljanje MRD pri
bolnikih z B-ALL sta fuzijska gena ETV6::RUNXI (t(12;22)

1ZZ1V1 ZA PRIHODNOST

Zgodovinsko gledano se je dolocanje MRD razvilo in
je danes splosno uveljavljeno pri spremljanju uspesnosti
zdravljenja bolnikov s KML. DJje ¢asa je v redni rutinski
uporabi tudi pri pediatricnih in zadnja leta tudi pri odra-
slih bolnikih z ALL (12). Smernice za dolocanje smo ne-
davno dobili pri AML (5) ter KLL (7, 19). Precej studyj je
tudi pri plazmocitomu, kjer pa je vioga MRD tezavna tako
z 1zvedbenega kot aplikativnega vidika. Navkljub izjem-
ni obcutljivosti obeh metod pa nezaznani MRD ni zago-
tovilo, da bolezen ni vec prisotna, kar v prihodnosti klice
po razvoju $e bolj obcutljivih metod (7).

Vecina klini¢nih laboratorijev rutinsko izvaja obe trenu-
tno najzanesljivejsi metodi, gPCR in MFC. Rezultate ka-
tere metode bo klinik uporabil pri svojih terapevtskih od-
locitvah, je najprej odvisno od bolezni same, potem pa tudi
od specificnih znacilnosti bolezni pri posameznem bolni-
ku. Prinekaterih boleznih je uporaba metode nedvoumna.
Pri KML je to qPCR (16), pri DP zaenkrat le MFC (10).
Pri AML so smernice jasne, da bolnikom, pri katerih smo
dolocili enega od stirih zanesljivih molekularnih oznace-
valcev, sledimo s qPCR, medtem ko pri ostalih bolnikih
metodo izbiramo na osnovi prisotnih oznacevalcev (5). Pri
ALL se je zaradi hitrosti in splosne uporabnosti bolj uve-
ljavila MFC. Ko je mogoce sledenje z obema metodama,
je smiselno, da izberemo bolj obcutljivo in/ali bolj specific-
no glede na prisotne oznacevalce. Istocasna uporaba obeh
ni smiselna, je pa tudi zelo draga. Zato je tesno sodelova-
nje med laboratorijskimi strokovnjaki in hematologi tako
pri izbiri najustreznejse metode za spremljanje posame-
znega bolnika kot tudi za interpretacijo rezultatov MRD
izjemno pomembno.
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(p13:q22)) in TCF3:PBX1 (t(1;19)(q23;p13)) (2, 10). Najpri-

mernejsi vzorec je kostni mozeg.

Opozoriti gre na nekatere omejitve dolocanja MRD, ki
so povezane z lastnostmi bolezni. Ce gre za bolezen, ki je
omejena le na kostni mozeg, kakrsna je npr. akutna levke-
mija, je dolocanje bistveno bolj zanesljivo kot pa npr. pri
KLL, ki vkljucuje vec¢ mest (kri, kostni mozeg, limfaticno
tkivo) (20). Verjetno najvecja tezava MRD splosno pa je
klonalna evolucija. Zdravljenje praviloma povzrocitudi se-
lekeijo klonov, s tem pa lahko pride do spremembe ozna-
¢evalcev. Ceprav so izbrani oznacevalci zelo stabilni in
sorazmerni z bolezenskim bremenom, klonalna evolucija
lahko povzroci spremembo izrazanja posameznega ozna-
cevalca ali njegovo izgubo. Drug izziv pa so nove oblike
zdravljenja, ki ciljajo prav na oznacevalce MRD, bodisi
monoklonska protitelesa (anti-CD20) ali celicna terapija
CAR-T (CD19) (3). S tem povzrocijo zasedbo ali izgubo
oznacevalcev in nezanesljivo sledenje MRD.

V nasprotju z levkemijami in limfomi, pri katerih Ze stan-
dardna kemoterapija navadno vodi v popolno remisijo bo-
lezni, pa pri bolnikih s solidnimi tumorji popolnih remisij
na ta nacin navadno ne dosezemo. Uvedba tar¢nih terapij
pa je povzrocila dramaticne spremembe v zdravljenju in
spremljanju zdravljenja v onkologiji splosno. Tako je oce-
na popolne remisije, s tem pa tudi pojem MRD, postala
aktualna pri spremljanju stevilnih bolnikov z rakom (21).
Nedvomno je torej dolocanje MRD eno od razvijajocih se
podrociyj, pri katerem je Stevilo preiskav v porastu, z njim
pa tudi stevilo izzivov.
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POVZETEK

Srcéno-zilne bolezni so v svetu Se vedno glavni vzrok smr-
tnosti. Dejavnikov tveganja za njihov razvoj je mnogo; eden
pomembnejsih so dislipidemije (zviSane ali znizane vred-
nosti lipoproteinov). Dislipidemije so lahko posledica ne-
katerih obolenj (sekundarne), najveckrat pa so posledica
medsebojnega delovanja genetskih in okoljskih dejavnikov
(primarne). V ¢lanku so opisane poti presnove lipoprotei-
nov, v katere so vkljuceni $tevilni lipoproteinski receptor-
ji, membranski transporterji, encimi in transportni pro-
teini. Mnoge od njih poznamo ze dolgo, odkrivajo pa se
novi. Razumevanje molekularnih in genetskih mehaniz-
mov presnove lipoproteinov je osnova za raziskovanje pa-
tofiziologije dislipidemij in ima pomembno klini¢no upo-
rabnost. Razvijajo se nova zdravila, ki se lahko uporabljajo
v kombinaciji s statini za nizanje serumskega LDL-holeste-
rola in nadaljnje zmanjsevanje tveganja za sr¢no-zilne bo-
lezni (primer inhibitorja PCSKY). Ve¢je poznavanje pre-
snove lipoproteinov bo v prihodnosti odprlo moznosti za
ciljano, posamezniku prilagojeno zdravljenje dislipidemi;.

Kljuéne besede: lipoproteini, dislipidemija, lipoprotein-
ski receptorji, membranski transporterji, PGSK9 (Propro-
tein convertase subtilisin/kexin type 9)
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are still the leading cause of de-
ath in the world. There are many risk factors for their de-
velopment; one of the most important is dyslipidemia (in-
creased or decreased lipoprotein levels). Dyslipidemias
can be caused by certain diseases (secondary), but most
often they are due to the interaction of genetic and envi-
ronmental factors (primary). The paper describes lipop-
rotein metabolism pathways involving a number of lipop-
rotein receptors, membrane transporters, enzymes, and
transport proteins. We have known many of them for a
long time, but new ones are being discovered. Understan-
ding the molecular and genetic mechanisms of lipoprotein
metabolism is the basis for exploring the pathophysiology
of dyslipidemias and has important clinical applications.
New drugs are being developed that can be used in com-
bination with statins to lower serum LDL-cholesterol and
further reduce the risk of cardiovascular disease (the case
of the PCSKY inhibitor). Greater knowledge of lipoprote-
in metabolism will in the future open possibilities for tar-
geted individualized treatment of dyslipidemias.

Key words: lipoproteins, dyslipidemia, lipoprotein recep-

tors, membrane transporters, PGSK9 (Proprotein conver-
tase subtilisin/kexin type 9)
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Lipoproteini so transportna oblika lipidov v krvi. Obicaj-
no so okrogli delci z ve¢ nepolarnimi lipidi v jedru (tri-
gliceridi — TG in holesterol-estri — HE) in bolj polarni-
mi lipidi blizu njihove povrsine (fosfolipidi — PL in prosti
holesterol). Vsebujejo tudi enega ali vec¢ specifi¢nih prote-
inov, imenovanih apolipoproteini, ki se obicajno nahaja-
jo na povrsini delcev.

Plazemske lipoproteine razdelimo na sedem razredov gle-
de na velikost, gostoto, lipidno sestavo in vrsto apolipopro-

teinov (Tabela 1) (1, 2):

e hilomikroni,

¢ ostanki hilomikronov,

e lipoproteini zelo nizke gostote (VLDL),
e lipoproteini srednje gostote (IDL),

¢ lipoproteini nizke gostote (LDL),

* lipoproteini visoke gostote (HDL) in

* lipoprotein a (Lp(a)).

Tabela 1: Glavne znagilnosti posameznih lipoproteinskih delcev — prirejeno po (1)

Table 1: Main characteristics of individual lipoprotein particles — adapted from (1)

Frsereiel gc;sr:‘c;-;a }/:'Iri‘l;osf IF;L?éladuioEi (Galsz)ni apolipoproteini L/P (%) EF
Hilomikroni pod 0,930 751200 | TG B-48, C, E, A, A-ll, A-IV 99/1 ne potuje
Ostanki hilom. | 0,930-1,006 30-80 TG, HOL B-48, E

VLDL 0,930-1,006 | 30-80 TG B-100, E, C 90/10 pre-3
IDL 1,006 -1,019 25-35 TG, HOL B-100, E, C 85/15 pre-B-B
LDL 1,019 -1,063 18-25 HOL B-100 80/20 B

HDL 1,063 -1,210 512 HOL, PL Al Al C, E 50/50 a

Lp(a) 1,055-1,085 cca 30 HOL B-100, apo (a) pre-f3

Lipoproteini vsebujejo razli¢na razmerja lipidov in protei-
nov (L/P), zato se razlikujejo po fizikalnih in kemijskih la-
stnostih. Ve¢ji lipoproteini imajo ve¢je jedro in nosijo vec
TG in HE. Vec kot je v lipoproteinu lipidov v primerjavi
s proteini, manjso gostoto imajo. Ostanki hilomikronov,
VLDL, IDL, LDL in Lp(a) so proaterogeni lipoproteini,
medtem ko je HDL antiaterogen. Frakcyja LDL se sesto-
jiiz spektra delcev, ki se razlikujejo po velikosti in gostoti.
Manjsi LDL delci so gostejsi in bolj aterogeni. Tudi HDL
delct so heterogena skupina, ki se razlikujejo po obliki, ve-
likosti, gostoti, naboju in glede na vrsto vsebujocih apoli-
poproteinov. Lp(a) je poseben razred lipoproteinov, ki je
strukturno podoben LDL (1, 2).
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Lipoproteine lo¢imo z metodo elektroforeze (EF) na aga-
roznem gelu in na drugih nosilcih v vec frakej. Pri pH 8,6
potuje HDL z a-globulini, LDL z 3-globulini, VLDL in
Lp (a) med a- in B-globulini (pre-B-globulinska frakcija).
IDL tvori §irok pas med 3- in pre-3-globulini. Hilomikro-
ni ostanejo na mestu aplikacije. To je osnova za razvrsti-
tev lipoproteinov: pre -lipoprotein (VLDL), -lipopro-
tein (LDL) in a-lipoprotein (HDL). Z ultracentrifugo jih
lo¢imo glede na gostoto (2).
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APOLIPOPROTEINI

Apolipoproteini (apo) igrajo kljuc¢no vlogo v presnovi lipoproteinov. Njthove bistvene znacilnosti so povzete v Tabeli 2 (1).

Tabela 2: Vrste apolipoproteinov in njihove glavne znadilnosti

Table 2: Types of apolipoproteins and their main characteristics

LABORATORIJSKA MEDICINA

Apolipoprotein | Molekulska masa (Da) |Primarni vir | Lipoprotein Funkcija

Apo Al 28.000 ]vefra, . HDL, hilomikron strukturni protein v HDL, aktivator
Crevesje LCAT

Apo Al 17000 jefra HDL, hilomikron shruldurni profein v HDL, akivator

Apo A-lV 45.000 Erevesje HDL, hilomikron neznana

Apo AV 39.000 jetra VLDL, hilomikron, HDL | aktivator LPL

Apo B-48 241.000 Erevesje hilomikron strukturni protein v hilomikronu

Apo B-100 512.000 jetra VLDL, IDL, LDL, Lp(a) | strukturni protein, ligand za LDLR

Apo C-1 6.600 jetra hilomikron, VLDL, HDL | aktivator LCAT

Apo C-lI 8.800 jetra hilomikron, VLDL, HDL | kofaktor za LPL

Apo C-ll 8.800 jetra hilomikron, VLDL, HDL | "hibitor LPL in prevzema lipopro-

teinov
ApoE 34.000 ietra ‘:'SI;"L”“ hilom., IDL, i and za LDIR
Apo (a) 250.000-800.000 | jetra Lp(a) inhibitor aktivacije plazminogena

LCAT - Lecitin holesterol acil transferaza; HL — Jetrna lipaza; LPL - Lipoprotein lipaza; LDLR - LDL receptoriji.

Vsak razred lipoproteinov ima razli¢ne apolipoproteine v
razlicnih razmerjih, z izjemo LDL, ki vsebuje samo apo
B-100. Apolipoproteini opravljajo pomembne funkcije:
vzdrzujejo strukturno celovitost lipoproteinov, aktivirajo
ali zavirajo pomembne encime v presnovnih poteh lipop-
roteinov ali so ligandi celi¢nih receptorjev.

Vecina apolipoproteinov ima strukturo, imenovano am-
fipatska vijacnica, zaradi cesar se lahko vezejo na lipide.
Vezava vijacnic na lipoproteine je sorazmerna $ibka, kar
omogoca izmenjavo apolipoproteinov med razlicnimi li-
poproteini v procesu presnove lipoproteinov.

Najvidnejso vlogo v presnovi lipoproteinov igrajo:

e Apo A-Tje pomemben strukturni element HDL delca in

aktivira encim lecitin holesterol acil transferazo (LCAT),
s pomocjo katerega se holesterol v HDL esterificira;

e Apo B obstaja v dveh oblikah: kot apo B-48,

ki nastaja v tankem Crevesju in je strukturna
komponenta hilomikronov ter apo B-100, ki nastaja
v jetrih in je glavna strukturna sestavina VLDL in
LDL. Za razliko od drugih apolipoproteinov se apo
B-100 ne more premakniti z enega lipoproteinskega
delca k drugemu, ker ima poleg treh alfa-vijac¢nih
domen tudi dve dolgi B-domeni, to je strukturo

z veliko vecjo afiniteto za lipide. Apo B-100 je

polipeptid z ve¢ kot 4500 aminokislinami, apo B-48 N
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pa je okrnjena oblika apo B-100;
* Apo C-II je aktivator encima lipoprotein lipaze
(LPL), ki hidrolizira TG v hilomikronih in VLDL;

* Apo E je ligand za celi¢ne receptorje in igra osrednjo
vlogo v presnovi ostankov hilomikronov in ostankov

PRESNOVA LIPOPROTEINOV

V presnovo lipoproteinov so vkljuceni stevilni lipoprotein-
ski receptorji, membranski transporterji ter encimi in tran-
sportni proteini. Poti presnove so zapletene in se krizajo na
vec tockah (Slika 1) (4). Vkljucujejo eksogeno in endogeno

Endogena pot

VLDL. Poznamo tri genetske razlicice apo E: apo
E2, E3 in E4. Razlikujejo se po sposobnosti vezave
na LDL receptorje (LDLR) ter na LDL receptorjem
podobne proteine (LRP) (3).

pot glede na to, ali prenasajo perifernim celicam lipide 1z
prehrane ali lipide jetrnega izvora. Vkljucena sta tudi prev-
zem LDL iz krvnega obtoka s pomoc¢jo LDLR in povra-
ten transport holesterola 1z perifernih celic v jetra (3, 4).
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/ tkivo
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PMK
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modifikacija

TG\( HE

4
CETP

Eksogena pot

LPL == PMK \“"’TG

misice mascéobno

L&

Crevesje —~—

kCETF’

Ostanki

<
e (o)

2

e,

(9
Qf%‘" \
%0, A

periferne
celice

steroidno
tkivo

PN

LCAT

/

Slika 1: Poti presnove lipoproteinov. Razlaga kratic je del teksta. Prirejeno po (4).

Figure 1: Pathways of lipoprotein metabolism. The explanation of abbreviations is part of the text. Adapted from (4).
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Eksogena pot

Eksogena pot se zacne v crevesju z absorpcijo lipidov. Ma-
$cobe se v lumnu Crevesja emulgirajo s pomocjo zol¢nih ki-
slin, encimi v ¢revesju (pankreasna lipaza) jih razgradijo v
bolj polarne oblike (proste mascobne kisline — PMK in mo-
noacilglicerole). Transport molekul preko membrane entero-
cita poteka z difuzijo ali s pomoc¢jo transportnih proteinov.
Prevzem holesterola preko membrane pospesuje transpor-
ter NPC1L1 (angl. Niemann-Pick Cl-like 1 protein). Ko je ho-
lesterol v enterocitu, se lahko prenasa nazaj v svetlino cre-
vesja s pomocjo transportnih proteinov ABCG5 in ABCG8
(angl. ATP-binding cassette transporter G5 in G8), ve¢ina ho-
lesterola pa se na membrani endoplazmatskega retikulu-
ma (ER) esterificira s pomocjo encima acil CoA: holeste-
rol aciltransferaza (ACAT). Na ER se mascobne kisline in
monogliceridi uporabijo za ponovno sintezo TG (3, 5). Na
povrsini ER pride tudi do sinteze in posttranslacijske mo-
difikacije apo B-48. Za prenos lipidov na apo B-48 je po-
treben mikrosomalni protein (angl. microsomal triglyceride
transter protein; MTP) (6). Nastanejo zacetni hilomikronski
delci, katerim se dodajo $e fosfolipidi in apo A-IV. Na novo
sintetizirani hilomikroni se z ER s pomocjo transportnih
mesickov (angl. prechylomicron transport vesicle; PCTV) pre-
nesejo v Golgijev aparat, kjer delci pridobijo se apo A-1 (7).
Popolnoma sestavljeni lipoproteini se preko limfnih Zil pre-
nesejo v sistemsko cirkulacijo (3, 8).

Ezetimib je zdravilo, ki se veze na NPCI1LI in zavira nje-
govo aktivnost. Posamezniki z okvarjenima transportnima
proteinoma ABCG) in ABCGG8 imajo bolezen, imenova-
no “sitosterolemija” in so nagnjeni k aterosklerozi zara-
di povecane absorpcije holesterola in drugih sterolov (9).

Odsotnost MTP povzro¢i nezmoznost tvorbe hilomikro-
nov (abetalipoproteinemija). Zdravilo lomitapid zavira
delovanje MTP in se uporablja za zdravljenje bolnikov
s homozigotno druzinsko hiperholesterolemijo (FH) (10).

Hilomikroni v krvi prevzamejo od HDL delcev vse tri ob-
like apo C in apo E. Ko pridejo v stik s proteoglikani na
povrsini kapilar razlicnih tkiv apo C-II v hilomikronih
aktivira LPL. LPL hidrolizira trigliceride (11). S tem se
zmanj$a volumen jedra hilomikronov in izvede se prenos
fosfolipidov, prostega holesterola ter apo C na HDL. Ma-
$cobne kisline, ki nastanejo s hidrolizo TG, prevzamejo
misicne celice kot vir energije ali pa se shranijo v mascob-
nih celicah. Ostanki hilomikronov nosijo na svoji povrsini
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apo E, ki ga prepoznajo specificni jetrni receptorji, preko
katerih se prenesejo v jetra, sestavni deli ostankov hilomi-
kronov pa se hidrolizirajo znotraj lizosomov (12).

Poleg apo C-II obstajajo tudi druge molekule, ki aktivirajo
delovanje LPL. Izguba funkeij zaradi bolezenskih genetskih
sprememb LPL, apo C-1I, GPIHPBI (angl. glycosylphospha-
tdyilinositol-anchored HDL binding protein I), LMF1 (angl. Ii-
pase maturation factor 1) in apo A-V lahko povzroci izrazito
hilomikronemijo z zvisanimi TG. Obratno pa bolezenske
spremembe genov, ki kodirajo proteine, ki fiziolosko zavira-
jo aktivnost LPL, kot so apo C-III, apo A-II ter angiopoeiti-
nu podobne proteine 3 in 4 (angl. angiopoeitin-like proteins 3
in 4; ANGPLT 3 in 4), povecajo aktivnost LPL in tako pride
do znizanja ravni TG v plazmi (3, 13). Genetske spremem-
be, ki vodijo v nastancek izoforme apo E2, lahko povzrocijo
zmanjsan ocistek hilomikronov in zvisane ravni holestero-
lain TG v plazmi (druzinska disbetalipoproteinemija) (14).

Endogena pot

Zacne se v jetrih s sintezo VLDL. Hitrost sinteze VLDL je
odvisna od koli¢ine razpolozljivih TG. Pri sestavljanju VLDL
sta potrebna se apo B-100 in M'TP. MTP prenasa endoge-
ne TG in HE na apo B-100. Tudi VLDL se s pomocjo tran-
sportnih mesickov prenesejo iz ER v Golgijev aparat, kar je
predpogoj za njihovo konc¢no izlocanje iz hepatocitov (3, 15).

Bolezenske spremembe gena MTP (in/ali apo B) povzroci-
jo zmanj$ano tvorbo VLDL ter izrazito znizanje holestero-
la in TG v plazmi (abetalipoproteinemija, hipobetalipop-
roteinemija) (16).

VLDL delci nosijo na svoji povrsini poleg apo B-100 tudi
apo E in majhne kolic¢ine apo C. Ko vstopijo v kri, se $e obo-
gatijo z apo G iz HDL delcev. Apo C-II na povrsini VLDL
aktivira LPL na endoteljjskih celicah, kar vodi do hidrolize
TG v VLDL in sproscanje prostih mascobnih kislin. Apo
C iz VLDL se prenescjo na HDL, delci VLDL pa se pre-
tvorijo v IDL, ki se $e obogatijo z apo E iz HDL delcev. Pri
ljudeh se priblizno polovica IDL odstrani iz obtoka z veza-
vo na jetrne receptorje, ki prepoznajo apo E, preostali del
IDL paje podvrzen nadaljnji hidrolizi TG s pomocjo jetrne
lipaze (HL) (3, 17). Vsi apolipoproteini, z izjemo apo B-100,
se prenesejo na druge lipoproteine, kar na koncu privede
do nastanka LDL. LDL je glavni lipoprotein, ki dostavlja
eksogeni holesterol do perifernih tkiv (3).
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Vloga LDL receptorjev

Dve tretjini LDL delcev se izlocata iz krvnega obtoka
preko druzine receptorjev LDL (LDLR) v jetrih, pribliz-
no tretjina pa prehaja v zunajzilni prostor zilne stene, kjer
se lahko oksidirajo, nato jih prevzamejo ekstrahepati¢na
tkiva (makrofagi) preko cistilnih receptorjev. V makrofa-
gih pride do kopicenja lipidov. Makrofage, zapolnjene s
HE, imenujemo penaste celice, ki imajo pomembno vlo-
go v zgodnih stopnjah razvoja ateroskleroze. Nereceptor-
ski nacin prevzema LDL v plazmi, ki ni uravnavan in se
ne more zasititi, postane pomemben, ko so plazemske kon-
centracije LDL zvisane (3, 18).

Nivo LDL v plazmi je odvisen od hitrosti njegove sinteze
in hitrosti njegovega izlo¢anja, kar je uravnavano s Stevi-
lom LDLR v jetrih, na $tevilo LDLR pa vpliva koli¢ina
HOL v hepatocitu (3).

LDLR prepoznajo apo B v LDL, zaradi cesar se delci
LDL z endocitozo prenesejo v celico (Slika 2 A) (19). Za-
radi kislega okolja v endosomu se LDL sprosti z receptor-
ja, receptor se vrne na povrsino celice za ponovno upora-
bo, LDL pa se seli v lizosom. Tu se apo B-100 razgradi v
peptide in aminokisline, hidrolizirajo se tudi HE. Nastali
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holesterol je na voljo za sintezo celicnih membran, sinte-
zo steroidnih hormonov v endokrinih tkivih ali za sinte-
zo zol¢nih kislin v hepatocitih. Prekomerna koli¢ina pro-
stega holesterola:

e zmanjSuje hitrost sinteze endogenega holesterola
z zaviranjem encima HMG-CoA reduktaze (angl.
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase),
klju¢nega encima v biosintezi holesterola;

e povecuje tvorbo HE s procesom, ki ga katalizira

ACAT in

e zavira sintezo novih LDLR, s ¢imer se vnos LDL v
celico zmanjsa (3, 20).

Pri zmanj$evanju stevila LDLR na membrani igra po-
membno vlogo encim PCGSKY (angl. proprotein convertase
subdlisin/kexin type 9). PCSK9 se veze z LDLR in spodbudi
njihovo lizosomsko razgradnjo, saj se kataliticna domena
PCSK9 lahko veze z EGF-domeno LDLR in ga preusmeri
1z endosoma v lizosom. Zaradi konformacijske spremem-
be se LDL v celici ne more odcepiti od LDLR. LDLR se
zato ne more vrniti na celi¢cno membrano, kjer bi omogo-

¢il endocitozo naslednjega LDL delca (Slika 2 B) (21, 22).
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Golgijev
aparat

o LDL delec zapo B *PCSKS

Za koordinirano genetsko uravnavanje presnove holestero-
la je na voljo veliko razli¢nih znotrajcelicnih poti, vendar
se zdi, da igrajo osrednjo vlogo s steroli uravnavani tran-
skripcijski dejavniki (angl. sterol regulatory element binding
protein; SREBP), ki zaznavajo znotrajcelicne koncentraci-
je holesterola (3, 23).
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Endosom » .

‘ proPCSK9 %LDL receptor

Slika 2: Zivljenjski krog PCSK9 in u&inek na razgradnjo LDL. Razlaga kratic je del teksta. Prirejeno po (19).
Figure 2: The PCSK9 lifecycle and effect on LDL catabolism. The explanation of the abbreviations is part of the text. Adapted from (19).

Vsaka nenormalnost v funkciji LDLR povzroci zvisanje
LDL v krvi. Pacient, ki je heterozigot za FH, ima le polo-
vico funkcionalnih LDLR, zaradi ¢esar je zmanj$an prev-
zem LDL v jetrih. Zato se zveca sinteza holesterola v je-
trih, LDL pa se kopic¢i v plazmi.
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Statini so zdravila, ki zavirajo sintezo endogenega hole-
sterola z delovanjem na encim HMG-CoA reduktazo, kar
vodi tudi v zvisanje Stevila jetrnih membranskih LDLR.
Genetske spremembe, ki vodijo vizgubo funkcije PCSK9,
povzrocijo povecano aktivnost LDLR in znizanje rav-
ni LDL. Nasprotno pa genetske spremembe, ki poveca-
jo funkcijo PCSKY, privedejo do zmanjsanja aktivnosti
LDLR in zvisanja ravni LDL. Zaviralci PCGSK9 so zdra-
vila, ki v kombinaciji s statini pomembno znizajo LDL-
holesterol v plazmi (24).

Povratni transport holesterola

Povratni transport holesterola pomaga telesu vzdrzevati
homeostazo holesterola z odstranjevanjem odvecnega ho-
lesterola iz perifernih celic in dovajanjem v jetra za ponov-
no uporabo ali izlo¢anje (za sintezo zol¢nih kislin ali izlo-
canje prostega holesterola v zol¢). Ve¢inoma poteka s HDL
delct, kar kaze na njihovo antiaterogeno lastnost (3, 25).

Za nastanek zrelth HDL delcev je potrebnih ve¢ korakov.
Prvi korak vkljucuje sintezo apo A-1 v ¢revesju in jetrih. Ko
se apo A-1 izloci, se nanj vezejo holesterol in fosfolipidi iz
enterocitov in hepatocitov. To vezavo olajsa membranski
transporter ABCALI (angl. ATP-binding cassette transporter
Al). Nastane nascentni HDL delec v obliki diska (26). Z
zunajcelicnim dodajanjem povrsinskih komponent se na-
scentni HDL delci pretvorijo v sfericno obliko, ki predsta-

ZAKLJUCEK

Razumevanje molekularnih in genetskih mehanizmov
presnove lipoproteinov je osnova za raziskovanje patofi-
ziologije dislipidemij in ima pomembno klini¢no uporab-
nost. Razvijajo se nova zdravila, ki se lahko uporabljajo
v kombinaciji s statini za nizanje LDL-holesterola in na-
daljnje zmanjSevanje tveganja za sr¢no-zilne bolezni (zavi-
ralci NPC1L1, zaviralct M'TP, zaviralci PCSK9, zaviralci
CETP, zaviralci informacijske RNA za kodiranje apo-B...).
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vlja zrelo obliko HDL. Zreli HDL delci lahko pridobivajo
dodatni holesterol iz celic s pomoc¢jo membranskega tran-
sporterja ABCGI, cistilnih receptorjev SR-B1 (angl. Sca-
venger receptor class B type 1) in s pasivno difuzijo.

Ko se holesterol dostavi v HDL po kateremkoli mehaniz-
mu, se esterificira z delovanjem LCAT. Apo A-I je aktiva-
tor LCAT 1in olajsa postopek esterifikacije. Velikost HDL
delca je moc¢no odvisna od koli¢ine nakopicenih HE in
aktivnosti LCAT (27).

HDL delci s HE potujejo v jetra na enega od naslednjih
nacinov:
e neposredno preko SR-BI, ki iz HDL delca selektivno
prevzemajo HE, HDL z manj lipidi pa se vrne v
obtok za nadaljnji transport;

e posredno s prenosom holesterola iz HDL v VLDL
ali LDL s pomocjo transportnega proteina CETP
(angl. Cholesterol ester transfer protein) in nato
prevzemom preko druzine LDLR, ki prepoznajo
lipoproteine z apo E oz. apo B kot ligandom (3, 28).

Bolezenske spremembe v genu za transporter ABCAL
povzrocijo Tangierjevo bolezen, ki je povezana z nizki-
mi vrednostmi HDL in vodi v zgodnji nastop sréno-zil-

ne bolezni (29).

Ve¢je poznavanje presnove lipoproteinov bo v prihodno-
sti odprlo moznosti za ciljano, posamezniku prilagojeno
zdravljenje dislipidemij.
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POVZETEK

Dedno znizana aktivnost antitrombina izmed vseh dednih
dejavnikov predstavlja najvecje tveganje za trombembo-
licni dogodek. Veliko stevilo razlicic antitrombina zaradi
prisotnosti sprememb v genu SERPINCI predstavlja izziv
za diagnostiko dedno znizane aktivnosti antitrombina, saj
se obcutljivost metod za merjenje njegove aktivnosti raz-
likuje glede na posamezne razlicice AT. Tako postaja pri
odkrivanju dedno znizane aktivnosti antitrombina ved-
no bolj zazelena uporaba molekularno genetskih metod.
Slednje omogocajo enostavnejso dolocitev tipa dedno zni-
zane aktivnosti antitrombina ali genetske spremembe, kar
lahko vpliva na odlocitev o zdravljenju teh bolnikov. Po-
znavanje genetskega ozadja dedno znizane aktivnosti an-
titrombina v populaciji je klju¢no pri oblikovanju opti-
malnega diagnosticnega algoritma, ki bi vkljuceval tako
metode za merjenje aktivnosti antitrombina kot tudi mo-
lekularno genetske metode.

Kljucne besede: dedno znizana aktivnost antitrombina,
razlicice antitrombina, funkcijske preiskave, molekular-
no genetske metode
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ABSTRACT

Hereditary decreased antithrombin activity is the most se-
vere type of thrombophilia, since it poses the greatest risk
of venous thromboembolism. Large number of antithrom-
bin variants caused by alterations in SERPINCI gene make
the diagnosis of hereditary decreased antithrombin activi-
ty challenging due to different diagnostic sensitivity of an-
tithrombin activity assays to antithrombin variants. Thus,
the use of molecular genetic methods in the detection of
hereditary decreased antithrombin activity has recently
increased as they enable easier determination of the type
of hereditary decreased antithrombin activity or specific
genetic variant, which may influence the decisions on the-
rapeutic approach. Information about genetic background
of hereditary decreased antithrombin activity in the po-
pulation is crucial in designing an optimal diagnostic al-
gorithm that would include functional as well as molecu-
lar genetic methods.

Key words: hereditary decreased antithrombin activi-
ty, antithrombin variants, functional methods, molecu-
lar genetic methods
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Antitrombin (AT) je najpomembne;jsi endogeni antikoagu-
lant, saj zavira delovanje koagulacijskih faktorjev FXa in
trombina (FIIa), ki sta kljucni serinski proteazi v kon¢nih
stopnjah koagulacijske kaskade (1). Antikoagulacijska ak-
tivnost AT je v prisotnosti heparina oz. heparinu podob-
nih molekul moc¢no povecana. Zaradi pomembne vloge v
hemostazi ne preseneca, da dedno znizana aktivnost AT
predstavlja najhujso obliko dedne trombofilije (tj. povecane
nagnjenosti k trombozam), saj povzroci hiperkoagulabilno
stanje, ki znatno zveca tveganje za vensko trombembolijo
(VTE). En do pet odstotkov bolnikov z VTE ima dedno
znizano aktivnost AT, medtem ko je incidenca v splosni
populaciji ocenjena na 0,02-0,2 % (2).

V vecini primerov je dedno znizana aktivnost AT posledi-
ca zarodne genetske spremembe v genu za AT SERPINCI,
ki se deduje avtosomno dominantno (3). Trenutno je v Bazi
podatkov genskih mutacij cloveskega genoma (HGMD,
angl. Human Gene Mutation Database) opisanih 483 spre-
memb gena SERPINCI (4). Nesmiselne genetske spremem-
be, genetske spremembe s premikom bralnega okvirja, ve-
like genetske spremembe in genetske spremembe z vplivom
na izrezovanje intronov so povezane s kvantitativnim po-
manjkanjem AT (tip I), pri katerem pride do zmanjsanega
nastajanja proteina. Najpogostejse pa so drugacnosmisel-
ne spremembe, ki najveckrat povzrocijo kvalitativno po-
manjkanje AT (tip II), za katerega sta znacilni normalna
koncentracija in znizana aktivnost proteina v plazmi. Ge-
netske spremembe tipa I lahko: (i) okvarijo aktivni center
AT in s tem ovirajo vezavo AT na substrat (genetske spre-
membe tipa IIRS, angl. reactive site), (ii) okvarijo vezavno
mesto za heparin (genetske spremembe tipa ITHBS, angl.
heparin binding site) in s tem oslabijo vezavo heparina, ali
pa (ii1) vplivajo na oboje (genetske spremembe tipa IIPE,
angl. pleiotropic eflect) (1). Vec¢ina genetskih sprememb tipa
I se pojavlja le v posameznih druzinah, medtem ko so ne-
katere genetske spremembe tipa II v dolocenih evrop-
skih populacijah bolj pogoste, kot npr. AT Cambridge 11
(p-Ala384Ser) na Skotskem in v Spaniji, AT Budapest ITI
(p.Leul31Phe) na Madzarskem in AT Basel (p.Pro73Leu)
na Finskem, pri cemer zadnji dve veljata za t. 1. mutaciji
ustanovitelja (angl. founder mutation) (2).

Taksna kategorizacija je pomembna, saj se klinicna slika
med tipi dedno znizane aktivnosti AT razlikuje in je feno-
tip lahko odvisen od posamezne genetske spremembe celo
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znotraj istega tipa dedno znizane aktivnosti AT. Dedno
znizana aktivnost AT tipa I prevladuje med simptomat-
skimi bolniki, saj predstavlja visoko tveganje za VI'E. Za
dedno znizano aktivnost AT tipa II pa je znacilna vecja
klini¢na heterogenost. Genetske spremembe tipa IIRS in
ITPE so po navadi povezane s hudo obliko bolezni, ki je
primerljiva s tipom I. Po drugi strani pa tip IIHBS, ki ve-
lja za najpogostejso obliko dedno znizane aktivnosti AT,
predstavlja najmanjse tveganje za VI'E, a vec¢je za arte-
rijsko trombozo v primerjavi z drugimi tipi dedno zniza-
ne aktivnosti AT. Ceprav homozigotna oblika dedno zni-
zane aktivnosti AT tipa IIHBS ni letalna, pa homozigoti
dozivijo tromboticni dogodek v zgodnejsem obdobju, po-
gostejsi so tudi zapleti v noseCnosti in pojav tromboze na
neobic¢ajnih mestih (5-9).

Danes dedno znizano aktivnost AT prepoznavamo s funk-
cijskimi preiskavami, saj je aktivnost zmanjsana pri obeh

tipth dedno znizane aktivnosti AT. Funkcijske preiskave

temeljijo na merjenju plazemske aktivnosti AT v priso-
tnosti heparina posredno preko zaviranja FXa oz. trom-
bina (FIIa), ki ga dodamo v presezku. Po dodatku za FXa

ali FIIa specificnega kromogenega substrata je izmerjena

absorbanca obratno sorazmerna aktivnosti AT. O dedno

znizani aktivnosti AT govorimo, ko je aktivnost priblizno

70 % aktivnosti AT pri zdravi odrasli populaciji ali nizja (2).
Na voljo je ve¢ komercialnih razlicic funkcijske preiskave

za spremljanje aktivnosti AT, ki se izvajajo na avtomati-
ziranih analizatorjih, in se poleg samega encima (FXa ali

FlIa) razlikujejo tudi v njegovem izvoru (humani ali go-
veji), koncentraciji heparina, vrsti kromogenega substra-
ta, redcitvi vzorca, inkubacijskem c¢asu in pufru (10). Ob-
cutljivost teh metod je za posamezne razlicice AT razlicna

(11-16), kar otezuje diagnostiko dedno znizane aktivnosti

AT in zaradi neustrezne obravnave lahko vodi do vec¢jega

tveganja za nastanek ali ponovitev VI'E. Metode za mer-
jenje aktivnosti AT preko FIIa naj bi bile obcutljivejse na
razlicice AT tipa IIRS, medtem ko naj bi bile nekatere me-
tode za merjenje aktivnosti preko FIla oz. FXa bolj uspes-
ne kot druge pri odkrivanju dedno znizane aktivnosti tipa
ITHBS, odvisno od posamezne genetske spremembe (2).

Zaradi stevilnih razlicic AT optimizacija ene funkcijske
metode za vse razlicice AT v praksi ni mozna. Zato se
je vpeljava molekularno genetskih metod v diagnostiko
dedno znizane aktivnosti AT zdela primerna resitev za iz-
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boljsanje obcutljivosti njenega odkrivanja. Poleg tega lah-
ko klinicno sliko bolje predvidimo na podlagi genotipa v
primerjavi z izmerjeno aktivnostjo AT, saj ta ne sovpada
vedno s tveganjem za VTE. Vendar pa tudi z molekular-
no genetskimi metodami ne moremo odkriti vseh bolni-
kov z dedno znizano aktivnostjo AT, bodisi zaradi omejitev
molekularno genetskih metod, bodisi zaradi tega, ker so v
znizano aktivnost AT vpleteni Se drugi geni (1). Tako se je

pojavil predlog o vpeljavi algoritma za odkrivanje dedno
znizane aktivnosti AT, ki vkljucuje funkcijske, imunske in
molekularno genetske metode (1, 3, 17). Ta algoritem bi
omogocal zanesljivo prepoznavanje bolnikov z dedno zni-
zano aktivnostjo AT in opredelitev njenega tipa oz. genet-
ske spremembe, s ¢cimer odpira vrata za bolniku prilagoje-
no laboratorijsko medicino na tem podrocju.

PREDLOG ALGORITMA ZA ODKRIVANJE DEDNO ZNIZANE

AKTIVNOSTI ANTITROMBINA

V okviru predlaganega algoritma (Slika 1) je najprej treba
ugotoviti, ali je aktivnost AT dedno znizana. Ta je potrje-
na, ko z eno od funkcijskih metod izmerimo znizano aktiv-
nost AT v dveh ¢asovno loc¢eno odvzetih vzorcih krvi. Sle-
di opredelitev tipa dedno znizane aktivnosti AT na podlagi
razmerja med koncentracijo in aktivnostjo AT. Pri tipu I
je razmerje blizu 1, pri tipu II pa nad 1. V primeru tipa II
sledi dolocitev progresivne aktivnosti AT, pri kateri meri-
mo aktivnost AT v odsotnosti heparina ob dalj$em inku-
bacijskem casu, s ¢imer lahko odkrijemo nosilce genetske
spremembe tipa IIHBS, ki imajo z izjemo homozigotov
in nekaterih genetskih sprememb (npr. AT Budapest 11I)
najmanjse tveganje za VI'E v primerjavi z nosilci drugih
tipov genetskih sprememb (1, 3, 17). Pri nosilcih genetske
spremembe tipa IIHBS je progresivna aktivnost AT nor-
malna za razliko od nosilcev ostalih tipov dedno zniza-
ne aktivnosti AT, zato je razmerje med progresivno ak-
tivnostjo AT in aktivnostjo AT v prisotnosti heparina pri
nosilcih genetske spremembe tipa IIHBS povisano, naj-
vi§je je pri homozigotih (18). S protito¢no imunoelektro-
forezo lahko lo¢imo med oblikami AT z visoko in nizko
afiniteto do heparina in je tako primerna za razlikovanje
med nosilel genetske spremembe tipa IIRS in ITPE, kjer
normalna afiniteta do heparina kaze genetsko spremem-
bo tipa IIRS. Ta metoda se danes uporablja skoraj izkljuc-
no v raziskovalne namene, saj se tveganje za VI'E z 1zje-
mo nekaterih genetskih sprememb (npr. AT Cambridge
IT) med opisanima tipoma dedno znizane aktivnosti AT
ne razlikuje bistveno (1, 3, 17). Za dolocitev specificne ge-
netske spremembe je treba dolociti nukleotidno zaporedje
gena SERPINCI. Kadar analize kazejo prisotnost genetske
spremembe tipa I, je potrebna dolocitev nukleotidnega za-
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poredja celotnega gena, saj se genetske spremembe tipa |
lahko pojavljajo na razlicnih mestih v genu. Po drugi stra-
ni pa lahko genetske spremembe tipa IT i$¢emo bolj cilja-
no. Genetske spremembe tipa ITHBS se po navadi naha-
jajo na eksonu 2 in 3, medtem ko spremembe tipa ITIRS in
ITPE najdemo na eksonu 7 (19). V primeru mejne aktivno-
stit AT (7080 %) in kadar na podlagi klini¢ne slike bolni-
ka pomislimo na dedno znizano aktivnosti AT, je pripo-
rocljivo sekvenciranje po Sangerju vseh sedmih eksonov
in intronskih obrobnih regij ali pa dolocitev nukleotidne-
ga zaporedja z uporabo metod sekvenciranja nove gene-
racije (NGS). Pomanjkljivost trenutnih metod sekvencira-
nja je tezavno odkrivanje vecjih genetskih sprememb (npr.
duplikacija celotnega eksona, delecija introna). Zato lah-
ko v primeru negativnega rezultata s sckvenciranjem upo-
rabimo metodo MLPA (angl. Multiple Ligand Probe Ampli-
fication), ki omogoca odkritje dodatnih 2-5 % primerov z
dedno znizano aktivnostjo AT, ki imajo eno od poznanih
vecjih genetskih sprememb SERPINCI. S sekvenciranjem
celotnega gena lahko odkrijemo nekaj dodatnih genet-
skih sprememb v regulatornih sekvencah (npr. v promo-
torju). Glede na ocene bi lahko opisani algoritem pomagal
odkriti bolnike z dedno znizano aktivnostjo AT v pribliz-
no 85 %. Dedno znizana aktivnost AT je namrec¢ lahko
tudi posledica okvar drugih genov, ki sodelujejo pri pre-
pisovanju gena SERPINCI, epigenetski regulaciji, zvijanju
proteina, posttranslacijskih modifikacijah ali odstranjeva-
nju AT iz sistema. Pri petih odstotkih ljudi z dedno zni-
zano aktivnostjo AT lahko najdemo genetske spremembe
v genih, ki kodirajo proteine, pomembne za N-glikozila-
cijo AT (1, 3, 17).
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Slika 1: Diagnosti¢ni algoritem odkrivanja dedno znizane aktivnosti AT (povzeto po (1, 3, 17)).
Figure 1: Diagnostic algorithm for hereditary decreased AT activity (summarized from (1, 3, 17)).
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he-anti-FXa, preiskava za merjenje aktivnosti antitrombina v konc/aktiv, razmerje med koncentracijo in aktivnostjo anti-
prisotnosti heparina, ki temelji na zaviranju F'Xa (angl. He- ~ trombina, doloceno s preiskavo za merjenje aktivnosti an-
parin cofactor AT assay based on FXa inhibition); titrombina v prisotnosti heparina;

p-anti-FXa, preiskava za dolocitev progresivne aktivnosti p/he, razmerje med progresivno aktivnostjo antitrombina in
antitrombina (angl. progressive antithrombin activity assay); aktivnostjo antitrombina v prisotnosti heparina »
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RAZPRAVA

Odkrivanje dedno znizane aktivnosti AT v Sloveniji izva-
jajo le v nekaterih specializiranih diagnosti¢nih laborato-
rijih, kjer uporabljajo eno izmed komercialnih funkcijskih
preiskav. Glede na nova spoznanja o dedno znizani aktiv-
nosti AT ugotavljamo, da s trenutnim diagnosticnim pris-
topom ne moremo prepoznati vseh bolnikov. Z razvojem
tehnologije in vec¢jo cenovno dostopnostjo genetskih prei-
skav bi morda ta vidik diagnostike lahko izboljsali. V pri-
spevku predlagamo uporabo algoritma, ki vkljucuje tako

funkcijske kot genetske preiskave. Njegovo uporabnost bo

treba preizkusiti v klini¢ni praksi in tako ugotoviti, koliko

dodatnih bolnikov z dedno znizano aktivnostjo AT lah-
ko na ta nacin $e prepoznamo. Oceniti bo treba tudi stro-
skovno ucinkovitost takega algoritma, ki se lahko zaradi

vkljucitve velikega Stevila razlicnih metod pomembno pos-
labsa. Po mnenju nekaterih strokovnjakov bi morala dia-
gnostika dedno znizane aktivnosti AT sloneti na moleku-
larno genetskih metodah (17). Te so trenutno na voljo le

v specializiranih laboratorijih in so namenjene predvsem

potrditvi dedno znizane aktivnosti AT. V klini¢ni praksi se

genska analiza Se ne uporablja zaradi velike razprsenosti

moznih mest genetskih sprememb, kar zahteva sekvencira-
nje celotnega gena, vendar pa sekvenciranje postaja vedno

bolj cenovno ugodno. Glavna prednost molekularno ge-
netskih metod pred funkcijskimi je, da omogocajo odkrit-
je patoloskih razlicic AT, ki jih s funkcijskimi preiskavami

ne moremo zanesljivo odkriti, bodisi ker so slabse obcutlji-
ve (kot je to v primeru AT Cambridge II in AT Budapest

III) bodisi se patogeni znacaj genetske spremembe izrazi

samo v dolocenih okolis¢inah, kot je npr. povisana teles-
na temperatura in nosecnost (AT Dublin, AT Wibble, AT
Rouen VI) (2). Ceprav izmerjena aktivnost AT praviloma

korelira s tveganjem za VTE (20), pa ravno zaradi slabse

obcutljivosti funkeijskih metod na dolocene genetske spre-
membe AT obstajajo izjeme (11-16). Samo z molekularno

genetskimi metodami lahko dolo¢imo specifi¢no genetsko

spremembo 1n z gotovostjo odkrijemo homozigotne obli-
ke pomanjkanja. Nenazadnje seckvenciranje za razliko od

funkcijskih preiskav omogoca analizo v ¢asu akutne faze

in antikoagulantnega zdravljenja.
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Kljub obetavnosti molekularno genetskih metod se mo-
ramo zavedati njihovih pomanjkljivosti: zahtevajo drago
opremo, posebej usposobljen kader in, kar je najpomemb-
nejse, pri dolocenem odstotku bolnikov z dedno zmanj$ano
aktivnostjo AT ne odkrijejo nobene genetske spremembe v
SERPINCI. Delno so za to krive omejitve metod sekvenci-
ranja pri odkrivanju vecjih genetskih sprememb. Po drugi
strani pa dedno znizana aktivnost AT ni vedno monogen-
ska bolezen, saj so v znizano aktivnost AT lahko vpleteni
e drugt geni (1). Njthov vpliv na aktivnost AT pa uspes-
no odkrijemo s funkeijskimi preiskavami. Funkcijske pre-
1skave so prav tako nepogresljive v klini¢nih laboratorijih
pri spremljanju zdravljenja z zaviralci FXa in odkrivanju
prehodno znizane aktivnosti AT.

Menimo, da so tako molekularno genetske kot funkeijske
metode pomembne pri odkrivanju dedno znizane aktivno-
stit AT. Vendar pa bi bilo pri oblikovanju stroskovno naju-
¢inkovitejsega diagnosticnega algoritma njihovo uporabo
smiselno prilagoditi genetskemu ozadju populacije, saj se
zastopanost dolocenih genetskih sprememb glede na geo-
grafsko obmogje razlikuje (7, 9, 11, 13, 14) .

Dolocitev tipa dedno znizane aktivnosti AT ali genetske
spremembe bi lahko sluzila kot osnova za bolniku prilago-
jeno zdravljenje, saj bi na podlagi genetske spremembe lah-
ko bolje napovedali potek bolezni in prilagodili zdravljenje.
Navedene ugotovitve in predlogi sicer temeljijo na rezul-
tatih kohortnih raziskav, v katerih so primerjali klinicne
slike med posameznimi tipi dedno znizane aktivnosti AT
(5-9). Zato b1 za potrditev povezave med tipom dedno zni-
zane aktivnosti AT ali genetsko spremembo in pogostostjo
tromboti¢nih dogodkov bile potrebne velike multicentric-
ne studije. Na podlagi izsledkov bi nato lahko sklepali o
potrebnosti antikoagulantnega zdravljenja pri bolnikih z
doloc¢enim tipom dedno znizane aktivnosti AT. Tip dedno
znizane aktivnosti AT bi tako lahko vkljucili med ostale
dejavnike, kot je vrsta tromboti¢nega dogodka (sprozen/
nesprozen), druzinska anamneza in zdravstveno stanje ter
zelje bolnika, na podlagi katerih trenutno temelji odloci-
tev o vrsti in trajanju zdravljenja.
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ZAKLJUCEK

Diagnostic¢ni pristop za odkrivanje dedno znizane aktivno-
sti AT je v trenutni klini¢ni praksi pomanjkljiv. Pricakuje-
mo, da bomo s pomocjo kombinacije funkcijskih in genet-
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POVZETEK

Proteomika je v zadnjih letih zaradi uporabe masne spek-
trometrije izjemno napredovala. Sklopljenost z zmogljivi-
mi afinitetno osnovanimi tehnologijami omogoca izbolj-
sanje klinicne uporabe proteinskih bioloskih oznacevalcev.
Toda standardizacija proteomskih pristopov je zahtevna
in zato izraba proteomike v translacijskih raziskavah in
personalizirani medicini $e ni polno izkoris¢ena. Dejstvo,
da je proteomika vmesni ¢len med genotipom in fenoti-
pom, pa odpira nekatere specificne eticne zadrege in izzi-
ve v laboratorijski medicini.

Kljuéne besede: protecomika, proteini, biooznacevalci,
omike, laboratorijska medicina, etika
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ABSTRACT

Over the past years, the technology of mass spectrometry-

-based proteomics has dramatically improved. Coupling
with high-throughput affinity-based technologies will im-
prove clinical utility of protein biomarkers. However, it is
difficult to standardize proteomic approaches and poten-
tial of proteomics in translational research and precision
medicine is yet to be fully exploited. The fact that proteo-
mics represents a level between the genotype and the phe-
notype opens some specific ethical dilemmas and challen-
ges for laboratory medicine.

Key words: proteomics, proteins, biomarkers, omics, la-
boratory medicine, ethics
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UVOD - PROTEINSKA ANALITIKA IN PROTEOMIKA

Skupni namen raziskav molekularne biologije je doloci-
tev funkcije genov in proteinov ter jih povezati v poti in
mreze, ki naj bi dokon¢no podale poglobljeno razumeva-
nje delovanja bioloskega sistema. Proteomika je veda, ki
jo razumemo v dveh dimenzijah: v ozjem pomenu besede
je veda, ki se ukvarja z analizo vsch proteinov, torej pro-
teoma, posamezne bioloske enote — celice, tkiva, organiz-
ma. Ker ne poznamo vseh proteinov, dobimo uporabne
informacije s primerjavo rezultatov analiz v dveh stanjih,
npr. celice pred aktivacijo in po aktivaciji; ali tumorsko in
okolisko zdravo tkivo. V SirSem pomenu pomeni proteo-
mika analizo kompleksnih proteinskih vzorcev. Vidika si
nista toliko razli¢na, kot je videti na prvi pogled, saj tudi v
klasicnem pomenu iz razlik v analizi celotnega proteoma
v dveh stanjih nadaljujemo z analizo razlik v manj kom-
pleksnih vzorcih do identifikacije in proucevanja posame-
znega proteina in njegove vloge (Slika 1).

S tega zornega kota proteomika za klini¢no biokemijo ni
nova. Opisani pristop je bil uporabljan mnogo prej, kot pa
se je pojavil pojem proteomika. Locevanja vseh proteinov
v serumu, torej proteoma frakcije krvi kot tekocega tkiva,
se je lotil Ze Tiselius v zacetku prej$njega stoletja. Za ra-
zvoj elektroforeze serumskih proteinov je prejel leta 1948
Nobelovo nagrado za kemijo (1).

Proteom je kompleksen in dinamicen pojem, ki ga lahko
opredelimo z vidika razli¢nih znacilnosti proteinov: nji-
hovega zaporedja, strukture, lokalizacije, modifikacyj, in-
terakcij in biokemijskih funkcij. Pri tem dobimo bogat in
raznolik nabor podatkov. Analize, ki se ticejo teh razlicnih
lastnosti proteoma, zahtevajo enako raznolik obseg tehno-
logiyj. Pri tem ne gre toliko za drugac¢ne analizne princi-
pe od Ze poznanih v klasiéni analitiki proteinov. Se vedno
je potovanje nabitih delcev v elektricnem ali magnetnem
polju klju¢ni fizikalni princip proteomike (2, 3). Pomemb-
ni pa so pristopi, ki omogocajo obsezne analize v kratkem
casu in hkrati omogocajo zanesljivost obdelave obilice po-
datkov. Ne razpolagamo s posamicno tehnologijo, s katero
bi naenkrat obvladovali pripravo velikega Stevila vzorcev
in njthovo prepustnost skozi procese, poglobljene analize,
kratek casovni obrat, bioinformacijska orodja za obdelavo
podatkov in identifikacijo posttranslacijskih variant pro-
teinov (4). V ospredju sta dve skupini analiznih metod, ki
ju uporabljamo loc¢eno ali pa povezano: afinitetno osno-
vane metode in masna spektrometrija.

Imunokemijske metode afinitetne vezave so v analiti-
ki proteinov prisotne ze dolgo. Teoreti¢ne osnove vezave
liganda segajo v sredino 20. stoletja (pregled v 5), vendar
so sele visoko zmogljive tehnike hkratnega dolocanja vec-
jega Stevila merjencev omogocile ucinkovito proteomsko
analizo. V uporabi sta dva pristopa, oba na voljo tudi v ko-
mercialnih izvedbah. Proteinske mikromreze predstavlja-
jo miniaturizacijo principa encimsko imunske metode na
trdnem nosilcu, vendar s povec¢anim stevilom hkrati dolo-
canih reakcij. Izvedbeno so proteinske mikromreze lahko
protitelesne (na plosci so protitelesa kot lovilne molekule),
funkcijske (na plosci so precisceni proteini ali druge mo-
lekule za iskanje interakeij) ali reverznofazne (na plosci so
vsi proteini tkiva ali celice). Nizkogostotne mikromreze
zajemajo od nekaj do nekaj sto proteinov in so zaradi vec-
je ponovljivosti rezultatov uporabljane v klini¢cnem okolju.
Visokogostotne mikromreze zajemajo tudi preko tiso¢ mo-
lekul in so pretezno uporabljene v raziskavah (6). Ceprav
so tudi mikromreze v osnovi metode multipleks (veckra-
tnost, pri ¢emer je misljeno hkratno analiziranje vec¢jega
Stevila vzorcev), se slednji izraz pogosteje uporablja za teh-
nologijo vezave lovilnih molekul (npr. protiteles) na zrnih v
suspenziji (4). Posebno pozornost vzbuja metoda bliznjega
podaljsevanja ali ligacije (PEA, proximity extension/liga-
tion assay) z enoverizno DNA oznacenimi protitelesi, ki se
hibridizirajo po vezavi protiteles na taréne proteine. Od-
krivanje poteka s pomocjo verizne reakcije s polimerazo
ali s sekvenciranjem nove generacije (7, 8).

Masna spektrometrija (MS) je v zadnjih desetletjih
postala izjemno uporabna tudi na podroc¢ju proteomike,
$e posebej za peptidno/proteinsko identifikacijo. Osnovni
princip obsega tri korake: Najprej iskane molekule (v pro-
teomiki so to zaporedno specificno cepljeni peptidi) ioni-
ziramo s pomocjo elektricnega polja, toplote ali z obstre-
Jjevanjem z elektroni, fotoni, 1oni. Zaradi obcutljivosti
peptidov je v pomo¢ lahko tudi matriks, v katerega vne-
semo vzorec (matriksno podprta laserska desorpcija/ioni-
zacija). Naslednji korak je locitev ionov na osnovi razmerij
med njihovo maso in nabojem. Kon¢ni korak je kvalita-
tivna ali kvantitativna dolocitev ionov, pri ¢emer si poma-
gamo z bioinformacijskimi orodji in bazami podatkov. Je
pa za uporabne rezultate potrebna kompleksna predana-
lizna priprava vzorcev. Tudi zato je masna spektrometri-
ja najpogosteje koncni del sklopljenih laboratorijskih oro-
dij, na primer s tekocinsko kromatografijo (9).
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Tako pri vseobseznih afinitetnih analizah kot pri masni
spektrometriji pa se bolj kot v klasi¢nih analizah biolo-
skega materiala soocamo s teoreti¢nimi vprasanji, kaj po-
ment signal (10) — prisotnost molekule, ki jo i§¢emo, pri-

sotnost podobne molekule, Sum v detekcijskem sistemu ali
kaj cetrtega? V izhodiscu sicer teoreti¢na vprasanja posta-
nejo zelo stvarna ob prenosu raziskovalnih odkritij v kli-
nicno uporabo (11).

PROTEOMIKA V LABORATORIJSKI MEDICINI

Proteomika je v vzponu preboja v siroko uporabo v labora-
torijski medicini. Zato prepoznavamo dva tipa studij, ki se
razlikujeta tako v pristopu kot v neposredni prenosljivosti
v klini¢no laboratorijsko prakso: z rezultati vodene razi-
skave (angl. discovery science/research) (12) in hipotezno
vodene raziskave (angl. targeted science/research) (13, 14).

Pogosto je v proteomiki najprej uporabljen z rezultati vo-
den raziskovalni pristop ali pristop hipotezno nevezanih
odkritij (angl. hypothesis-free). S takimi Studijami prido-
bivamo nova znanja in vedenja o delovanju zivega sveta.
Klasi¢na oblika tega pristopa je analiza celotnega prote-
oma celice ali tkiva v dveh stanjih: bolna/zdrava, stimu-
lirana/nestimulirana. Proteine z zaporedno specificnimi
encimi razgradimo v peptide, jih lo¢imo z reverznofazno
tekocinsko kromatografijo, frakcije ioniziramo in usmeri-
mo v masni spektrometer. Peptidne mase in obilje pepti-
dov merimo z masnim spektrometrom v celem spektru in
se osredotoc¢imo na razlike. Nadaljnja fragmentacija omo-
goca masne spektre za peptidno identifikacijo, ki poteka s
pomocjo informacijskih orodjij iskanja po bazah podatkov
(primerjalni pregled v 13).

Drug pristop je hipotezno vodena $tudija, ki je lahko sa-
mostojna, lahko pa nadaljevanje z rezultati vodene stu-
dije, saj nas zanimajo razlike v dveh stanjih celice ali tki-
va. Imenovana je tudi tar¢na proteomika. Razmeroma
majhno Stevilo proteinov, ki so pokazali razlike v poja-
vljanju v dveh stanjih, testiramo v ve¢ji neodvisni skupini.
Ker za neznane proteine niso na voljo sicer pogosto upo-
rabljene imunokemijske afinitetne metode za identifikaci-
jo (monoklonska protitelesa), uporabljamo metode tarcne
masne spektrometrije.

V laboratorijski medicini je preiskava krvi zagotovo najpo-
gostejsi laboratorijski diagnosti¢ni postopek, pri cemer so
bioloski oznac¢evalci krvi in krvnih derivatov glavna pod-
pora opredelitvi pacienta, diagnostiki in terapiji. Proteine,
ki sestavljajo proteom plazme ali seruma, lahko razvrsti-
mo v tri velike skupine. V prvi skupini so obilno zastopa-
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ni proteini (v koncentracijskem razponu 10E4 do 10E11
ng/L), ki so funkcijsko prisotni v plazmi: albumin, apoli-
poproteini, proteini akutne faze, koagulacijski faktorji. V
drugi skupini so iz celic sprosceni proteini (10E2 do 10E5
ng/L): aminotransferaze, tkivno-specificne izooblike pro-
teinov. V tretji skupini so signalni peptidi in proteini, ki
so v stabilnih stanjih v koncentracijah pod 10E3 ng/L: in-
zulin, interlevkini, rastni faktorji (14). Ker je krvna plaz-
ma v neposrednem ali posrednem stiku z vsemi organi v
telesu, je s svojo sestavo neizmeren vir informacij. Da te
informacije, torej merjence, lahko uporabimo za vred-
notenje zdravstvenega stanja posameznika in posledi¢no
zdravstveno obravnavo, moramo informacije ovrednoti-
ti — postaviti v okvir zdravja in bolezni, osebne in casov-
ne variabilnosti. To velja tudi za proteine v plazmi. Seve-
da pa moramo najprej vedeti, kateri proteini so prisotni
in v kaksnih oblikah. Prav to je bil namen projekta hu-
mani proteom plazme, ki ga je sprozila Organizacija clo-
veskega proteoma (HUPO Human Proteom Organizati-
on) leta 2002 in je do leta 2021 v obliko peptidnega atlasa
vnesel preko 5800 proteinov (4). Projekt je $e v teku, je pa
HUPO leta 2010 razsirila delovanje v okviru globalnega
projekta ¢loveskega proteoma (Human Proteom Project) z
dvema namenoma: a/ sestaviti zanesljiv seznam delov clo-
veskega proteoma v vsej njegovi zapletenosti, vkljucno s
posttranslacijskimi spremembami, izrezovalnimi varian-
tami in funkcijami, in b/ umestiti proteomiko kot integral-
ni del “multiomskih” $tudij za izboljSanje znanj o zivem
svetu, biomedicine in na bolnika osredotocene medicine
(15). Za dosego ambicioznega nacrta so delo organizira-
li v 4 stebre: za tehnoloske pristope MS, za protitelesa, za
patoloske vidike in za podatkovne baze.

Osnovna tezava masovne in veliko-obsezne proteinske
analitike je izjemen razpon med $tevilom molekul razlic-
nih proteinov v vzorcu, ki ga analiziramo. Posebnost ta-
kih meritev je pogojenost z verjetnostmi in posledi¢no sta-
tisticnim pristopom vrednotenja - tudi opredelitev meje
zanesljivih signalov. V plazmi, na primer, pride na vsako
molekulo interlevkina 6 deset milijard molekul albumina.

»



Cee nam orodje omogoca 1% selektivnost ali razlikovanje
med Sumom in signalom v razmerju 1:100, pomeni, da ob
dolocanju proteinov iz druge skupine ne prepoznamo no-
benega iz tretje. Pri tem ni zanemarljivo, kateri pristop je
uporabljen v primarni meritvi — pristop merilnega odsto-
panja od resnic¢ne vrednosti ali pristop merilne negotovos-
ti (10). To je pomembno iz vsaj dveh razlogov. Prvic, po-
dobno kot vindustriji tudi v laboratorijski medicini vedno
ve¢ analiz sloni na enkratni meritvi in ne na racunanju
srednje vrednosti z odstopanjem mnozice meritev. Dru-
gi¢, kot pri vseh masovnih meritvah je tudi v proteomi-
ki pomembna opredelitev verjetnostne meje deleza lazno
zaznanith signalov, v tem primeru peptidov.

Ob moznostih, ki nam jih ponuja proteomika na polju no-
vih molekulskih biooznacevalcev in modifikacijskih pro-
filov, je potrebno vzporedno razvijati in uveljavljati tudi
ustrezno validacijo teh oznacevalcev. To vkljucuje vec rav-
ni, ki so zajete v Studiji ucinkovitosti in vitro medicinskega
pripomocka (16). Zajemajo preverjanje znacilnosti ana-
liznega postopka ter klini¢ne znacilnosti rezultatov (Pre-
glednica 1). Zaradi kompleksnosti analiznega postopka lah-
ko pricakujemo, da bodo nekatera vrednotenja rezultatov
vezana na izvedbo sklopljenih metod, s katero bodo pri-
dobljeni — podobno kot pri klasi¢nih imunokemijskih me-
todah ob uporabi protiteles. Poleg teh dveh standardnih
vrednotenj v laboratorijski medicini moramo ze ob obli-
kovanju studije odkrivanja in potrjevanja molekulskih bi-
oloskih oznacevalcev razmisljati o predanaliznih vplivih.

Tehniéno logistiéni izzivi na podroéju
prevoda proteomike v laboratorijsko
prakso

Uvajanje proteomike v klini¢no prakso poteka pogosto ne-
posredno iz raziskav, zato se je nujno soociti z nekaterimi
posebnostmi ze v zgodnjih fazah. V klini¢nih studijah je
osnovno vprasanje vezano na zdravstveno stanje pacienta,
v globalnih nehipoteznih raziskavah pa sledimo znanstve-
nemu vprasanju (Preglednica 1). Zato pristopi v resevanju
zapletov ali preseganju tezav niso in ne morejo biti enaki.
Izzivi se pojavljajo v vseh klasi¢nih fazah laboratorijskega
dela: predanalizni, analizni in poanalizni.

V predanalizni fazi je pomembna priprava vzorcev. V
laboratorijski diagnostiki pricakujemo, da je analizirani
vzorec odraz stanja pacienta, zato nekatere resitve, ki jih
uporabljamo v raziskovalne namene, ne pridejo v postev.
Tu je misljeno predvsem zdruzevanje vzorcev za dosega-
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nje zadostne koli¢ine piclo zastopanih proteinov.

Nacin shranjevanja vzorcev pred obdelavo in analizo je v
proteomiki izjemno pomemben, kar se posebno velja, ce
uporabljamo v nadaljevanju afinitetne imunokemijske me-
tode. Za proteinske analize po nekajmesecnem shranjeva-
nju so potrebne temperature shranjevanja pod -80° Celzija
(17). Vprasanje velikega koncentracijskega razpona prote-
inov v vzorcu (Se posebej v plazmi) resujemo z razlicnimi
pristopi (pregled v 14). Najpogostejsa je deplecija 6-20 naj-
bolj zastopanih proteinov (18), kar nam omogoci prepo-
znavanje 500-800 plazemskih proteinov z MS, skloplje-
no s tekocinsko kromatografijo. Obilno prisotne proteine
ucinkovito odstranimo v afinitetnih kolonah s specificni-
mi protitelesi. Obstaja seveda nevarnost, da izgubimo tudi
del manj zastopanth proteinov s podobnimi strukturnimi
elementi, vendar je o tem vprasanju na voljo malo kredi-

bilnih podatkov (4).

Obsezna frakcionacija vzorca, zdruzena s skenirajoco MS
omogoci detekcijo bistveno vecjega Stevila proteinov, ven-
dar je povezana z vigjimi stroski in vecjo porabo ¢asa, hkra-
t1 pa tudi z manjsim volumnom posamicne frakcije anali-
ziranega vzorca. Zaradi ve¢ locenih faz, oziroma locene
obravnave posamezne frakcije, se poveca nezanesljivost in
poslabsa ponovljivost. So pa na trzisc¢u ze integrirani mi-
krotekocinski pripomocki za avtomaticno obdelavo plazme,
kar vklju¢uje odstranitev obilnih proteinov, cepitev protei-
nov in razsoljevanje (98). Vzorec je mozno tudi dvojno ob-
delati, torej odstraniti obilne proteine in ga frakcionirati (4).

V analizni fazi se soocamo s pomembnim vprasanjem
zagotavljanja kakovosti in zanesljivosti na ve¢ ravneh. Mi-
niaturizacija, ki je nujna ob majhnih volumnih vzorcev,
predstavlja sama zase izziv od vpliva povrsinske napeto-
sti, kapilarnega vleka, elektroosmoze, kinetike do vprasa-
nja specificnosti signala ob verjetni prisotnosti posamicne
molekule ali le nekaj molekul iskanega merjenca v majh-
nem volumnu frakcije. Ce to povezemo s potrebo po do-
locanju velikega Stevila proteinov hkrati, se hitro znajde-
mo v situaciji zmanjsane zanesljivosti rezultatov zaradi
navzkriznih vezav uporabljenih protiteles. Slednje so afi-
nitetno pogojene, vendar zaradi velikega Stevila tudi nizko
afinitetne vezave vplivajo na rezultat (teoreticna osnova v
20). V tem pogledu predstavljajo pomemben korak naprej
metode bliznjega podaljsevanja (PEA), saj mo¢no zmanj-
sa vpliv nizkoafinitetnih navzkriznih vezav protiteles ob
velikem $tevilu reakeij. Ni pa (Se) sistemati¢nih studij na-
tancnosti in toc¢nosti razlicnih izvedb (4).
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Masovne in veliko-obsezne proteinske analitike so pogo-
jene z verjetnostmi in opredelitvijo meje zanesljivih signa-
lov. Standard z uporabo masne spektrometrije je 1% laz-
no dolocenih molekul (14).

Poanalizna faza proteomike je, podobno kot druge “omi-
ke”, povezana najprej z obdelavo masovnih podatkov in
Sele nato z interpretacijo rezultatov v izvid. Ceprav je ¢la-
nek namenjen predvsem laboratorijski medicini, se bomo
zaradi lazjega razumevanja dotaknili obeh glavnih vidi-
kov proteomike (13,21,22).

V tarc¢ni proteomiki, ki jo uporabljamo tudi v diagnostiki,
analiziramo samo izbrani nabor proteinov, najsi bo to s
spremljanjem vzporedno potekajocih reakeij (PRM paral-
lel reaction monitoring) ali s spremljanjem izbranih reakeij
(SRM, selected reaction monitoring). V z rezultati vode-
ni raziskovalni proteomiki zelimo pridobiti ¢im vecje Ste-
vilo masnih spektrov. Najpogostejsi pristop je podatkov-
no odvisna pridobitev (DDA, data dependent acqusition),
pri kateri v prvi fazi (ali masni spekter 1) zaporedoma pri-
dobimo spektre izpranih peptidov, cemur sledi druga faza
(ali masni spekter 2) pridobitve fragmentnega spektra av-
tomatsko izbranih prekurzorskih ionov. Drugi pristop je
podatkovno neodvisen (DIA data independent acqusition),
ki ne sloni na prekurzorskih ionih v celem masnem obse-
gu, temve¢ na sistemati¢no izbranih ozjih oknih prekur-
zorskih ionov. Znotraj takih oken imamo fragmente vsech
peptidnih ionov, kar povzroci vecjo ponovljivost DIA v pri-

merjavi z DDA $e posebno za piclo prisotne peptide (13).

Zagotavljanje kakovosti predstavlja poseben izziv na po-
drocju proteomike. Ker je v analizo praviloma vkljucenih
vecje stevilo sklopljenith metod, ki so vsaka zase komple-
ksne, je nujen sistematicen in poglobljen pristop zagotavlja-
nja kakovosti. Kot v celotni laboratorijski medicini tudi
tu slednje ni vezano samo na analizno fazo (pregled v 21).
Priprava vzorca se lahko zelo razlikuje glede na uporablje-
no skupino metod (afinitetne ali MS), pa tudi znotraj tega.
Zato je smiselno preveriti skozi procesogram, kaj vse lah-
ko vpliva v posameznem koraku na variabilnost koncne-
ga rezultata. V analizni fazi uporabimo kontrolne vzorce,
ki so lahko enostavne ali kompleksnejse sestave — ponov-
no v odvisnosti od uporabljenih analiznih pristopov. Za
neodvisno obravnavo posamicnih dejavnikov variabilno-
sti lahko ucinkovito uporabimo Paretove grafe (23), s ka-
terimi si pomagamo podobno kot z Westgardovimi pravi-
li v klasi¢nih analizah. Projekt ¢loveskega proteoma (15) je
ze v zacetnih fazah pokazal, da je v poanalizni fazi analiz
obilice podatkov, kot je na primer MS, bistveno vecje Stevi-
lo vzrokov neponovljivosti kakor v klasi¢nih analizah (24).
Stevilna iskalna orodja uporabljajo razliéne metodologi-
je z vgrajenimi predpostavkami in so praviloma na voljo
brez temeljitih primerjalnih studij. Za laboratorijsko me-
dicino je $e posebej pomembno dolgoro¢no spremljanje
meritev, pri cemer kaze obetavne rezultate njihova obde-
lava z multivariantnimi pristopi (21).

PRIMERI PROTEOMIKE PRI POSAMEZNIH BOLEZENSKIH

STANJIH

Prisotnost ali odsotnost posamicnega proteina je le delcek
sprememb proteoma. Bolezensko stanje lahko vpliva na
proteinsko procesiranje, na posttranslacijske modifikacije,
na interakcije s proteini in drugimi molekulami ter na lo-
kacijo proteina v bioloskem sistemu. In ¢eprav v laborato-
rijski medicini proteinske biooznacevalce uporabljamo ze
stoletje (1), se za proteomski pristop era Sele zac¢enja. Mno-
zica raziskav le pocasi prodira z validiranimi rezultati v
klini¢no prakso. Poglejmo si stanje na nekaterih podrocjih.
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Okuzbe

Na podrocju okuzb se je proteomika ze dobro usidrala v
obliki molekularno diagnosti¢cnih mikrobioloskih preiskav.
To je pogojeno z vecjo opredeljenostjo iskanih proteinov,
saj ne i$¢emo posamicnih sprememb v proteomu pacienta,
ampak prisotnost mikrobnih proteinov. Matriksno pod-
prta laserska ionizacija/desorpcija s ¢asom preleta ionov
(MALDI-TOF) in kvadrupolno masno spektrometrijo je
ze rutinsko uporabljana v svetu in pri nas (25).
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Sréno-zilne bolezni

V vecini proteomskih $tudij na tem podrocju so v zad-
njem desetletju uporabljali masno spektrometrijo na tki-
vih in celicah modelnih sistemov (26). Seveda pa je Studij-
ske rezultate treba ustrezno prevesti za klinicno rabo, kar
je poseben izziv (27). V zadnjem c¢asu so obsezno upora-
bljana afinitetna orodja, npr. aptamerne mikromreze in
multipleksni imunokemijski sistemi, kar se ze kaze v ob-
javah proteomskih profilov, vezanih na stanja srca in ozi-
lja (28). Primeri proteinskih biooznacevalcev na podroc¢ju
sr¢no-zilnih bolezni so sréni troponini, strukturni proteint,
ki se izrazajo v srénih miocitih, zato imajo v laboratorij-
ski medicini visoko klini¢no specificnost za poskodbe srca.

Nevrodegenerativne bolezni

Nevroproteomski pristopi so se do sedaj odlikovali v razi-
skavah, ki so prepoznale precej potencialnih diagnosti¢nih,
prognosti¢nih ali poskodbenih oznacevalcev, povezanih z
nevrodegenerativnimi motnjami. Zal ve¢ina studij zara-
di omejenosti dostopa in koli¢ine cerebrospinalne tekoci-
ne sloni na zdruzevanju vzorcev (29), kar je uporabno za
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pridobivanje novih spoznanj (z rezultati vodena proteomi-
ka), popolnoma neuporabno pa v diagnostiki (tar¢na pro-
teomika). Nekaj obetavnih biooznacevalcev Alzheimerje-
ve bolezni je uporabnih za opredelitev stopnje bolezni, ne
pa za njeno odkrivanje. Po drugi strani pa odpirajo inte-
grirani pristopi genomike, transkriptomike, proteomike
in lipidomike obetavne moznosti za preverjanje in valida-
cijo potencialnih biooznacevalcev Alzheimerjeve bolezni
na vecjih skupinah pacientov (30).

Rakave bolezni

V onkologiji je bil zagotovo na podroc¢ju proteomskih pris-
topov narejen najvecji preboj. Posledice so vidne tako v
zgodnji diagnostiki kot v prognozi mnogih rakavih bo-
lezni (31). Zaradi izrazanja proteinov iz razli¢nih tkiv or-
ganizma v rakavem tkivu je pomembno celovito pozna-
vanje celicnih proteomov, k ¢emur lahko pripomore tudi
nastajajoca proteomska enciklopedija rakavih celi¢nih li-
nij (32). Tak atlas je temelj za prenos raziskovalnih znanj
v diagnostiko. Se vedno pa obstaja odprto pomembno in
zahtevno torisce, to je ustrezna standardizacija, kar pa je
splo$en izziv proteomike.

ETICNI VIDIKI UVAJANJA PROTEOMIKE V KLINICNO

PRAKSO

Pridobivanje velikih koli¢in podatkov, ki so nujni v sodob-
nih pristopih sistemske biologije za personalizirano medi-
cino, odpira tudi vrsto eti¢nih vprasan;j. Slednja so bila za
podrocje genomike in genetskih raziskav ze obsezno obrav-
navana (pregled v 33). Vprasanje je, koliko se sprejeti pris-
topi v genomiki nanasajo tudi na proteomiko, predvsem
z vidika zasebnosti posameznika, predaje iskanih ali nei-
skanih rezultatov in anonimizacije pri delitvi podatkov v
raziskovalni skupnosti. Tudi pri proteomiki moramo lo-
cevati dvojnost pristopov (Preglednica 2). V raziskovalnih
studijah je v ospredju raziskovalno vprasanje in odgovor-
nost raziskovalca do udelezenca raziskave, pri ¢cemer se
neiskani rezultati praviloma ne izrocajo. V laboratorij-
ski medicini pa je v ospredju pacient, odgovornost medi-
cinskega osebja do pacienta. Neiskani podatki se izroca-
jo skladno z medicinsko doktrino “ne skoditi”, pri ¢emer
ima pacient tako pravico vedeti, kot tudi pravico ne vede-

ti. Bolj nedoreceno je vprasanje delitve rezultatov znotraj
raziskovalne skupnosti. Izmenjava informacij predstavlja
klju¢no osnovo za preglednost delovanja. Je pa tudi nujna
za pridobivanje znanj o delovanju bioloskih sistemov na
splosno, kar je razvidno iz projektov oblikovanja razlicnih
atlasov ali proteinskih/proteomskih seznamov. Plazemski
proteom, celotni ¢loveski proteom, proteomi rakavih ce-
lic (4, 14, 15, 32) in podobno so osnova za prenos splosnih
znanj v laboratorijsko medicino.

Proteomski podatki niso isto kot genomski, saj je variabil-
nost bistveno vecja in prepoznavanje posameznika tezje.
Tradicionalno gledano proteomski podatki zato ne veljajo
za osebno obcutljive, kar pa je v zadnjem obdobju delezno
razprav. Proteomika daje namre¢ dvojno obcutljive infor-
macije — omogoca prepoznavanje osebe in daje izhodisca
o zdravstvenem stanju. Proteomske strategije, ki upora-
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bljajo posami¢ne aminokislinske polimorfizme (SAPs, sin-
gle amino acid polymorphisms) odpirajo vprasanje, koliko
je proteomske podatke sploh mogoc¢e anonimizirati. Glede
obcutljivosti podatkov daje pristop SRM najmanj osebno
obcutljive informacije, sledijo mu PRM, DDA in DIA (iz-
¢rpen pregled v 34).

Podatki o proteinih, najsi bodo pridobljeni v raziskavah
pod pojmom proteomika, transkriptomika, peptidomika,

ali kak$na druga “omika”, dajejo pomembne informacije
o fenotipu posameznika, zato se je treba navedenih vpra-
sanj lotevati z veliko mero obcutka v smislu “ne $koditi”.
V tem kontekstu je pojasnjeni pristanck klju¢nega pome-
na tako v laboratorijski medicini kot v raziskovalnem delu,
karizhaja iz eticnega odnosa do vseh udelezencev in iz for-
malne legislative (35).

PERSPEKTIVE PROTEOMIKE V LABORATORIJSKI MEDICINI

Vecina danasnjih proteinskih biooznacevalcev sodi v sku-
pino obilno zastopanih proteinov plazme ali pa zanje poz-
namo jasne patofizioloske povezave. Med 300 najobilneje
zastopanimi proteini jih je 23 % zZe prepoznanih kot bio-
oznacevalci. Ce to ekstrapoliramo na celotno skupino obil-
no zastopanih proteinov v plazmi, lahko samo v tej sku-
pini pricakujemo Se preko 200 novih biooznacevalcev. In
kaj sele v preostalih dveh skupinah plazemskih proteinov!
In upostevati moramo, da se proteomika razvija na celot-
nem spektru bioloskih vzorcev, vklju¢no z znotrajceli¢ni-
mi organelami in drugimi tkivi (21).

Ob kakih 20.000 kodiranih proteinih v cloveskem genomu
in 14.500 klasificiranih boleznih v mednarodni statisti¢ni
klasifikaciji bolezni in bolezenskih stanj je hitro jasno, da
ne moremo pricakovati za vsako bolezensko stanje “svoje-
ga” oznacevalca. Ze zdaj je vidno, da posamiéni bioozna-
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POVZETEK

Merilna negotovost (angl. uncertainty of measurement) je para-
meter, ki je povezan z rezultatom meritve, in oznacuje obmo-
¢je raztrosa vrednosti, ki jih je mogoce upraviceno pripisati

merjeni veli¢ini. Znotraj tega obmoc¢ja se z doloceno stopnjo

verjetnosti nahaja prava vrednost rezultata. Namen nase-
gadelaje bil, da ocenimo merilno negotovost koncentracije

hemoglobina, §tevil¢ne koncentracije levkocitov, eritrocitov
in trombocitov, ki jih dolocamo s hematoloskim analizator-
jem Sysmex XN-L 550. Za ovrednotenje merilne negoto-
vosti smo uporabili Sestmesecne podatke o notranji kontroli

in zunanji oceni kakovosti ter racunalniski program MUKit,
katerega osnova je postopek Nordtest. Ovrednotene kom-
ponente merilne negotovosti smo primerjali z vrednostmi

priporocljive nenatancnosti in odstopanja (angl. bias) ana-
liznih rutinskih postopkov v medicinskih laboratorijih, kot

jih predlaga RiliBAK. Primerjali smo jih tudi s specifikaci-
jami kakovosti merilnega postopka, povezanega z biolosko

variabilnostjo po priporocilih delovne skupine za biolosko

variabilnost EFLM.
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Vrednosti izracunane razsirjene merilne negotovosti (U) za
hematoloske parametre vseh treh koncentracijskih nivojev
so bile: za hemoglobin med 2,40 % in 2,79 %, za eritroci-
te med 2,10 % in 2,43 %, za levkocite med 4,52 % in 5,63 %
in za trombocite med 8,93 % in 11,69 %. Vrednosti nena-
tancnosti in biasa za trombocite so odvisne od koncentra-
cije in se povecujejo, ko se njihova koncentracija zmanjsuje,
in s tem se povecuje tudi merilna negotovost.

Klju¢ne besede: merilna negotovost, hematoloski para-
metri, specifikacija kakovosti, bioloska variabilnost

ABSTRACT

Measurement uncertainty is a parameter that is related to
the measured result and indicates the range of scatter of
values that can be justifiably attributed to the measured
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quantity. Within this range, the true value of the result is
found with a certain degree of probability.

The purpose of our work was to estimate the measure-
ment uncertainty of hemoglobin concentration, leukocyte,
erythrocyte and platelet count determined by the Sysmex
XN-L 550 hematology analyzer. The measurement uncer-
tainty was calculated using six months data on internal qu-
ality control and external quality assessment and the M UKkit
program, which is based on the Nordtest method. The eva-
luated components of measurement uncertainty were com-
pared with the values of recommended imprecision and bias
of analytical routine procedures in medical laboratory, as
proposed by RiliBAK. They were also compared with the
analytical performance specifications of the measurement

UvoD

Rezultati merilnih postopkov medicinskega laboratorija so v
veliko pomoc¢ pri postavitvi diagnoze ter pri spremljanju bo-
lezni in so koristni za nadaljnje klini¢ne odlocitve. Labora-
torij mora zagotoviti, da so rezultati merilnih postopkov za-
nesljivi za klinicne namene in tudi primerljivi z vrednostmi
rezultatov, dobljenih v razlicnih obdobjih.

Ustrezna ocena merilne negotovosti v laboratorijski medi-
cini je eden najpomembnejsih dejavnikov pri interpretaciji
rezultatov (1). Veliko stevilo standardov in smernic kaze na
potrebo po uvedbi negotovosti merilnih rezultatov v rutin-
sko laboratorijsko prakso.

V standardu ISO 15189 je v poglavju “Preiskovalni proce-
s1” navedeno, da mora laboratorij za vsak merilni postopek
dolociti merilno negotovost (2). Trenutno $e ni soglasja gle-
de nacina izracuna merilne negotovosti, obstajata pa dva
splosna pristopa: izvirni model, imenovan pristop od spo-
daj navzgor (angl. “bottom-up approach”) in model od zgo-
raj navzdol (angl. “top-down approach”). Ovrednotenje me-
rilne negotovosti od spodaj navzgor zaradi kompleksnosti in
zahtevnosti postopka pogosto ni izvedljivo (3, 4). Pristop od
zgoraj navzdol je enostavnejsi, ker za ovrednotenje merilne
negotovosti uporablja podatke o rezultatih kontrolnih vzor-
cev (notranje in zunanje kontrole), pridobljenih ob vodenju
kakovosti dela v laboratoriju. Pristop od zgoraj navzdol je
zato bolj primeren in ga je lazje uporabiti predvsem za me-
rilne postopke, ki se izvajajo v vsakodnevni rutini. Vendar
tudi pri tem pristopu ni soglasja o postopku izracuna me-
rilne negotovosti. Vecina smernic priporoca uporabo naj-
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procedure related to biological variability according to the
EFLM Working Group on Biological Variability.

The values of the calculated extended measurement uncer-
tainty (U) for the hematological parameters of all three con-
centration levels were; for hemoglobin between 2.40 % and
2.79 %, for erythrocytes between 2.10 % and 2.43 %, for leu-
kocytes between 4.52 % and 5.63 % and for platelets between
8.93 % and 11.69 %. The imprecision and bias values for plate-
lets are concentration-dependent and increase as their concen-
tration decreases, thus increasing measurement uncertainty.

Key words: measurement uncertainty, hematological tests,
analytical performance specifications, biological variability

manj Sestmesecnih podatkov in locen izracun merilne ne-
gotovosti za razlicne koncentracijske nivoje (1, 5).

V prispevku smo predstavili izracun merilne negotovosti
koncentracije hemoglobina in stevil¢ne koncentracije lev-
kocitov, eritrocitov ter trombocitov s pristopom od zgoraj
navzdol. Analiticno nenatanc¢nost hematoloskih parame-
trov smo ovrednotili s podatki dnevnih kontrolnih vzorcev
treh koncentracijskih nivojev. Analiticna nenatancnost se
razlikuje glede na koncentracijo parametra in ima zato me-
rilna negotovost tudi razlicne vrednosti. Analiti¢cna nena-
tanc¢nost in s tem tudi merilna negotovost je vecja pri kon-
centractjah spodnje in zgornje meje dolocanja. Odstopanje
(bias) merilnega postopka smo ovrednotili s podatki, dob-
Jjenimi pri sodelovanju v medlaboratorijski primerjavi. Me-
rilno negotovost smo izracunali s pomo¢jo racunalniskega
programa MUKkit (Measurement Uncertainty Kit), katere-
ga osnova je postopek Nordtest, in je bil razvit za okoljske
laboratorije v Skandinaviji (6,7). Dobljene ocene merilne
negotovosti smo nato primerjali z dovoljenimi vrednostmi,
ki jih navaja nemska zdravniska zbornica v smernici za za-
gotavljanje kakovosti medicinskih laboratorijskih preiskav
RiliBAK, (Richtlinie der Bundesaerztekammer zur Quali-
tatssicherung laboratoriumsmedizinischer Unteruchungen)
(8). Ocenjene vrednosti negotovosti smo primerjali tudi z za-
zelenimi cilji specifikacije kakovosti analiznih postopkov, ki
jo je objavila delovna skupina za biolosko variabilnost pri
Evropskem zdruzenju za klinicno kemijo in laboratorijsko
medicino (European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, EFLM) (9).
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MATERIALI IN METODE

Instrument in material

S hematoloskim analizatorjem Sysmex XN-L 550 (Sysmex
Co., Kobe, Japonska) smo izvedli meritve za dolocitev $te-
viléne koncentracije levkocitov (x10%/L), eritrocitov (x10"%/L)
in trombocitov (x10”/L) ter koncentracijo hemoglobina
(g/L). Uporabljeni reagenti in kontrolni vzorci treh nivojev
XN-L (Lot 01851 in 02691) so bili pridobljeni od proizva-
jalca Sysmex. Povezava hematoloskega analizatorja v pro-
gram Sysmex SNCS service [QAS nam omogoca vpogled
v mesecno statisticno obdelane rezultate kontrolnih vzor-
cev. Za ovrednotenje prispevka nenatancnosti k merilni
negotovosti smo v Sestmesecnem obdobju od julija do de-
cembra 2020 uporabili 1440 rezultatov notranje kontrole.
Prispevek biasa je bil izracunan na osnovi podatkov, ki so
bili pridobljeni pri sodelovanju medlaboratorijske primer-
jave hematoloskega programa RIQAS (RANDOX Inter-
national Quality Assessment Scheme).

Ovrednotenje prispevka
nenatanénosti oziroma obnovljivost
znotraj laboratorija (angl. within-
laboratory reproducibility, Rw)

Za oceno nenatancnosti je priporocena uporaba ene same
serije kontrolnega vzorca. Ker pa so se serije hematoloskih
kontrolnih vzorcev menjale vsake tri mesece, smo za dve
razli¢ni seriji kontrolnih vzorcev za vsak nivo izracuna-
11 zdruzeni koeficient variacije (angl. pooled CV) po Enac-
bi 1 (6,10-13). V Enachi 1 predstavljata GV, in CV,ko-
eficient variacije za Lot 1 in Lot 2 kontrolnega vzorca za
posamezen koncentracijski nivo, ny, in ny, pa stevilo kon-
trolnih vzorcev v Lotl in Lot2. Dobljeno vrednost zdru-
zenega GV smo nato pri nadaljnjih izracunih uposteva-
11 kot nenatanc¢nost merilne negotovosti u(Rw) (Enacba 2).

CVZ, (np1—1)+ CVZ, (np2—1)
np1+np;—2

zdruZeni CV = \/ Enacba 1

zdruzeni CV = Rw = u(Ry) Enacba 2
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Ovrednotenje prispevka merilne
negotovosti zaradi odstopanja
(angl. bias)

Metoda Nordtest priizracunu merilne negotovosti uposte-
va tudi bias analiznega postopka, ki smo ga ocenili s po-
mocjo podatkov, pridobljenih v udelezbi medlaboratorij-
ske primerjave. Ovrednoteni sta bili obe komponenti biasa:

* RMS,,,, (angl. Root mean square of the bias) je koren
kvadrata povprecne vrednosti posameznih vrednosti
odstopanja (bias;) od dodeljene vrednosti. V spodnji
enachi predstavlja n, Stevilo udelezb laboratorija v
zunanji shemi kakovosti (n,=6).

Y. (biasj)?

RMSy s =
bias ny Enacba 3

e u(Cref) je povprecna standardna negotovost
pripisane ciljne vrednosti. Izra¢una se po
spodnji enachi, kjer je CV; dobljen iz rezultatov
medlaboratorijske primerjave in n; Stevilo
laboratorijev znotraj skupine, ki uporabljajo isto
metodo in analizator.
Uccref) = e

Vi Enacha 4

Bias merilnega postopka se nato izracuna po naslednji

formuli:

u(bias) = \/RMSlZ)ias + u(Cref)? Enacba 5
Izra¢un kombinirane standardne
merilne negotovost (angl. combined
standard uncertainty, uc)

Kombinirana standardna negotovost rezultata je kvadra-
tni koren vsote kvadratov posameznih negotovosti; ob-
novljivosti znotraj laboratorija (Rw) in biasa. Izracuna se

po Enachi 6.

ue = /u(Ry,)? + u(bias)? Enacba 6
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Razsirjena negotovost (angl.
expanded uncertainty, U)

Razsirjena negotovost je interval, v katerem je rezultat
z doloceno stopnjo zaupanja in jo dobimo z mnozenjem
kombinirane standardne negotovosti s faktorjem pokritja
k (angl. coverage faktor, k) po spodniji enacbi. Faktor pokri-
tja 2 je izbran za 95-odstotni interval zaupanja v primeru
normalne porazdelitve.

U=k xuc Enacba 7

Ocena merilne negotovosti z
zazelenimi cilji kakovosti analiznega
postopka

Dobljene rezultate smo primerjali z zazelenimi specifika-
cijami, povezanimi z biolosko variabilnostjo, ki doloc¢ajo
najvecjo nenatancnost in bias analiznih rutinskih postop-
kov v medicinskih laboratorijih (15). Zazelene analiticne
cilje za nenatancnost, ki temeljjjo na intraindividualni bi-
oloski variabilnosti smo izracunali z Enacbo 8. Zazelene
analiticne cilje za bias, ki temeljjjo intraindividualni in in-
terindividualni bioloski variabilnosti, pa smo izracunali z
Enacbo 9. Za izracun celokupne analiticne napake (angl.
Toatal Analytical Error, TAE) smo upostevali Enacbo 10.

REZULTATI

Rezultati komponente nenatanénosti
merilne negotovosti

V Tabeli 1 so navedeni rezultati nenatanc¢nosti Rw not-
ranje kontrole treh koncentracijskih nivojev za hemato-
loske parametre. Iz Tabele 2 je razvidno, da je prispevek
nenatancnosti merilne negotovosti u(Ry,) za hemoglobin
med 0,50 % in 0,86 %, za eritrocite med 0,60 % in 0,85 %,
za levkocite med 1,50 % in 2,25 %, in za trombocite med
1,60 % in 4,40 %.

LABORATORIJSKA MEDICINA

Nenatanc¢nost metode:

CVimp < 0,5 CV; Enacba 8
Bias metode:
CViias < 0,25 x (CVi2 + CV2)2 Enacba 9

Celokupna analiticna napaka:
TAE = (1,65 x 0,5 CV1) + 0,25 x (CVi2 + CV6)'" Enacba 10

V zgornjih treh enacbah so posamezne oznake za: GV,
— koeficient variacije nenatancnosti metode dolocevanja;
CV,;.s — koeficient variacije biasa metode dolocevanja; GV,
— koeficient variacije intraindividualne bioloske variabil-
nosti; GV — koeficient variacije interindividualne biolo-
ske variabilnosti in TAE — celokupna analiticna napaka
(Total Analytical Error).

Statisti¢na analiza

Rezultate merilne negotovosti za navedene hematoloske
parametre smo izracunali s podatki, dobljenimi iz notranje
kontrole in zunanje ocene kakovosti ter programske opre-
me MUKkait, ki statisticno obdela podatke v skladu z vodi-
lom Nordtestom TR537 (13). Programsko opremo so raz-
vili za kemijske laboratorije na finskem institutu za okolje
SYKE (Suomen ympéristokeskus) in je na spletu dostop-
na brezplacno (7).

Rezultati komponente odstopanja
(bias) merilne negotovosti

Izracuni RMS,;,; so bili, kot je razvidno iz Tabele 3, za
hemoglobin 1,093 %, za eritrocite 0,857 %, za levkocite
1,675 % in za trombocite 3,838 %. Vrednosti u(Cref) pa so
bile za hemoglobin 0,065 %, za eritrocite 0,071 %, za lev-
kocite 0,197 % in 0,248 % za trombocite. Vrednosti u,.
a9 za hemoglobin so bile 1,095 %, za eritrocite 0,857 %,
za levkocite 1,686 % in za trombocite 3,846 %. Kombi-
nirane standardne negotovosti pa so bile za hemoglobin
med 1,20 % in 1,39 %, za eritrocite med 1,05 % in 1,21 %,
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Vrednosti razsirjene merilne
negotovosti

za levkocite med 2,26 % in 2,81 % ter za trombocite med
4,17 % in 5,84 %. V Tabeli 4 je naveden povzetek porocila
organizatorja zunanje sheme kakovosti za izracun biasa
za hemoglobin, eritrocite, levkocite in trombocite. Orga-
nizator zunanje sheme kakovosti v svojem porocilu zago-
tovi podatke o $tevilu sodelujocih laboratorjjev (n;), ki so

Vrednosti izracunane razsirjene merilne negotovosti (U)
so bile; za hemoglobin med 2,41 in 2,79 %, za eritrocite
med 2,10 in 2,43 %, za levkocite med 4,52 in 5,63 % ter za

jih upostevali pri izracunu povprecne vrednosti kontrol-

nega vzorca in GV.

trombocite med 8,34 in 11,69 % (Tabela 3).

Tabela 1: Podatki hematologkih parametrov kontrolnih vzorcev notranje kontrole treh koncentracijskih nivojev za izradun nenatanénosti v pogojih
obnovljivosti znotraj laboratorija (R,).

Table 1: Internal quality control data of hematological parameters of control samples three concentration levels for calculation within-laboratory

reproducibility (Rw).

Kontrolni vzorec nivo 1 Kontrolni vzorec nivo 2 Kontrolni vzorec nivo 3

Lot.1851401 | Lot. 2691401 | Lot. 0017 402 | Lot. 0101402 | Lot. 0017 403 | Lot. 0101403
Hemoglobin (g/L) n=58 n =62 n =62 n=59 n=59 n =60
Yoo 61 60 122 120 164 156
SD 0,6 0,5 0,6 0,6 1,9 0,8
CV (%) 1,0 0,7 0,5 0,5 1,1 0,5
R, (%) 0,858 0,50 0,852
Eritrociti (102/L) n=58 n=62 n=62 n=59 n=59 n=60
Xoom 2,3 2,3 42 4) 5,2 49
SD 0,02 0,02 0,03 0,03 0,05 0,03
CV (%) 0,8 0,9 0,6 0,6 0,9 0,6
R, (%) 0,853 0,60 0,763
Levkociti (10°/L) n= 62 n=58 n=62 n=59 n=59 n=60
Xoovp 2,47 2,47 6,89 6,86 16,45 16,24
SD 0,06 0,04 0,10 0,10 0,31 0,30
CV (%) 2,6 1,8 1,5 1,5 1,9 1,9
Rw (%) 2,249 1,50 1,625
Trombociti (10°/L) n=58 n=62 n=62 n=59 n=59 n=60
Xpovp 6l 60 234 239 542 524
SD 2,7 2,7 3,9 5,0 8,9 8,4
CV (%) 4,4 4,4 1,7 2, 1,6 1,6
R, (%) 4,40 1,905 1,60

n — Stevilo meritev; x

> “povp

CV — koeficient variacije;
Rw — obnovljivosti znotraj laboratorija (within-laboratory reproducibility).

LABORATORIJSKA MEDICINA

— povprecna vrednost meritev; SD — standardni odmik;
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Tabela 2: Merilna negotovost obnovljivosti znotraj laboratorija (uR,) za hemoglobin, eritrocite, levkocite in trombocite v primerjavi z zaZeleno

specifikacijo analitiéne u&inkovitosti.

Table 2: Measurement uncertainty of within-laboratory reproducibility (uR,) for hemoglobin, erythrocytes, leukocytes and platelets in comparison to
desirable analytical performance specification.

Konc. nivo x u(R.) CVimp zoelene 76U (e L GL
povp (%) (%) RiliBAK (%)
1 60,5 0,86
Hemoglobin (g/L) 2 121 0,50 1,36 4,0 1,0
3 160 0,85
1 2,32 0,85
Eritrociti (10%2/L) 2 416 0,60 1,40 4,0 1,1
3 5,07 0,76
1 2,47 2,25 6,0
Levkociti (107/L) 2 6,88 1,50 5,05 6,5 2,5
3 16,35 1,63 1,5
1 60,5 4,40 13,5 4,5
Trombociti (10°/L) 2 2,37 1,91 3,55 8,5 3,0
3 533 1,60 7,5 5,0

Xp ovp

— povprecna vrednost meritev;
u(R,) — negotovost obnovljivosti znotraj laboratorija (within-laboratory reproducibility);

CV,,,, — koeficient variacije zazelene natancnosti metode po evropskem zdruzenju za klini¢no kemijo in laboratorijsko

medicino (European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, EFLM);
%U (may — dovoljeno odstopanje po RiliBAK (Richtlinie der Bundesaerztekammer zur Qualitatssicherung laborato-

riumsmedizinischer Unteruchungen), SZKKLM - Slovensko zdruzenje za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino.
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Tabela 3: Vrednosti komponent negotovosti, povezani z biasom (ugi), kombinirane standardne negotovosti u,, razsirjene negotovosti (U) za
hemoglobin, eritrocite, levkocite in trombocite, v primerjavi z Zelenimi specifikacijami analitiéne u¢inkovitosti.

Table 3: Uncertainty components associated to the bias (ugis), combined standard uncertainty (u.) and expanded uncertainty (U) for hemoglobin,
erythrocytes, leukocytes and plateletes in comparison to the desirable analytical performance specification.

Nivo | ulR) | u(Cref) RMSu| Uiier | U | fhig) | CViiosatome | ot | (o0
1| 086 139 | 2,79

Hemoglobin (g/L) | 2 | 050 | 0,065 | 1093 | 1095 | 120 | 2,41 | 166 60 | 39
3 | 085 139 | 2,78
1| 085 121 | 2,43

Eritociti (102/1) | 2 | 0,60 | 0071 | 0,857 | 0857 | 105 | 200 | 172 80 | 403
3 | 07 15 | 2,31
1| 225 2,81 | 563

levkociti 10°7/) | 2 | 150 | 0197 | 1675 | 1686 | 226 | 452 | 483 | 180 | 896
3 | 163 234 | 4,69
1| 440 584 | 1,69 18,0

Trombociti (10°/) | 2 | 191 | 0248 | 3838 3,846 | 429 | 895 | 4,4 150 | 103
3| 160 417 | 8,34 13,0

u(R,,) — negotovost obnovljivosti znotraj laboratorija; u(Cref) in RMS,;,;sta komponenti u;,y;

Upiny — NEegotovost biasa; u, — kombinirana standardna negotovost;

U - razsirjena negotovost;

CV i — koeficient variacije zazelenega biasa analiznega postopka po evropskem zdruzenju za klinicno kemijo in labo-
ratorijsko medicino (European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, EFLM);

%U max) — dovoljeno odstopanje po RiliBAK (Richtlinie der Bundesaerztekammer zur Qualitatssicherung laborato-
riumsmedizinischer Unteruchungen);

TAE - celokupna analiti¢cna napaka.
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Tabela 4: Rezultati medlaboratorijske primerjave za izraun prispevka biasa merilne negotovosti za hemoglobin, eritrocite, levkocite in trombocite.

Table 4: Results of interlaboratory comparison for assessment of bias component for hemoglobin, erythrocytes, leukocytes, and plateletes.

Povpreéna Dobljena 5
el vrednost vrednost v (%) (e Bias (%) U(Crefi)
13/7 131,931 132 1,1 308 0,05 0,063
13/8 62,338 63 1,4 327 1,06 0,077
13/9 148,900 149 1,0 331 0,07 0,055
Hemoglobin (g/L)
13/10 137,071 138 1,1 317 0,68 0,062
13/11 152,624 151 1,1 340 -1,06 0,060
13/12 62,313 61 1,4 344 2,1 0,075
13/7 4,494 4,49 1,1 283 -0,09 0,065
13/8 2,044 2,04 1,4 310 -0,19 0,080
13/9 5,050 4,97 1,2 321 -1,58 0,067
Eritrociti (10%2/L)
13/10 4,502 4,48 1,2 303 -0,49 0,069
13/11 5,022 4,99 1,2 308 -0,64 0,068
13/12 2,002 1,980 1,4 326 -1,10 0,078
13/7 9318 937 2,2 129 0,55 0,19
13/8 2,369 2,40 2,8 146 1,29 0,23
13/9 15,862 16,34 2,0 148 3,02 0,16
Levkociti (10°/L)
13/10 8,898 on 2,5 157 2,39 0,20
13/11 21,190 21,20 2,2 151 0,05 0,18
13/12 2,335 2,34 2,7 161 0,20 0,21
13/7 239347 243,0 3,5 271 1,53 0,21
13/8 120,591 1290 4,4 285 6,97 0,26
13/9 216,227 206,0 4,3 297 -4,73 0,25
Trombociti (10°/L)
13/10 235,066 238,0 3,8 295 1,25 0,22
13/11 415,892 414,0 3,5 296 -0,45 0,20
13/12 115,780 120,0 6,0 310 3,65 0,34

n; - Stevilo sodelujocih laboratorijev upostevanih pri izracunu;

u(Cref) — povprecna standardna negotovost pripisane ciljne vrednosti;

CV —koeficient variacije obnovljivosti meritve, sporocen v poroc¢ilu organizatorja sheme skupaj s povprecno vrednostjo
vsakega kontrolnega vzorca.
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RAZPRAVA

Ocena merilne negotovosti bistveno pripomore pri preso-
Jji primernosti metode za klini¢no uporabo in za primerja-
vo rezultatov podobnih metod. Obstajajo Stevilne smerni-
ce in predpisi, ki pojasnjujejo pomen ocenjevanja merilne
negotovosti v klinicnem laboratoriju in predlagajo razlic-
ne pristope izracuna (1- 4). Vecina teh dokumentov pred-
laga pristop “od zgoraj navzdol”.

Temeljita ocena posameznih komponent, ki prispevajo
k merilni negotovosti, nam lahko razkrije, kam je treba
usmeriti pozornost, da bi izboljsali tocnost meritve prei-
skovalnega postopka.

Za vsak hematoloski parameter smo skrbno pregledali po-
vezavo med nenatanc¢nostjo in biasom za vse tri merjene
koncentracijske nivoje. Retrospektivne podatke iz mesec-
nega porocila notranjih kontrolnih vzorcev smo uporabi-
li za izracun prispevka nenatancnosti (within-laboratory
reproducibility, Rw). Iz Tabele 2 je razvidno, da so rezul-
tati uR,, za hemoglobin, eritrocite, levkocite in trombocite
v mejah zazelene nenatancnosti (GV;,,;,), kot jo navaja de-
lovna skupina za biolosko variabilnost pri EFLM, razen
za trombocite nizke $tevil¢ne koncentracije (Nivo 1). Izra-
¢unana vrednosti uR,, trombocitov nivoja 1 je 4,40 % 1n je
vecja od predlaganega kriterija zgornje zazelene meje ne-
natancnosti 3,55 %. Ob znizanju kriterija nenatanc¢nosti za
trombocite pa je dobljena vrednost $e v dovoljeni meji mi-
nimalnih zahtev vrednosti, ki je 5,33 % (Minimum: GV,
< 0,75 CV,ya). Predlogi delovne skupine za biolosko vari-
abilnost pr1 EFLM so nekoliko strozji, kot je navedeno v
bazi podatkov za biolosko variabilnosti na spletu, ki pa se
tudi redno posodablja (15,16).

Medtem ko delovna skupina za biolosko variabilnost
postavlja enotne kriterije za nenatancnost za vse koncen-
tracijske nivoje tako za hemoglobin, levkocite, eritrocite in
trombocite, pa se zahteve RiliBAK za trombocite razliku-
jejo glede na njihovo steviléno koncentracijo (Tabela 2). In
po njithovih kriterijih je nenatanc¢nost rezultatov tromboci-
tov vseh treh koncentracijskih nivojev v sprejemljivih mejah.

V mesecnih kumulativnih porocilih notranje kontrole
Monthly Lot Report smo opazili, da je za kontrolne vzor-
ce trombocitov (Nivo 1) znotraj iste skupine, ob velikem ste-
vilu udelezencev (n > 400), koeficient variacije med 6,35 %
in 8,65 % in je visji od nasega, ki je 4,40 %.
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Analiticna nenatancnost se razlikuje glede na koncentra-
cijo analita in je vecja pri nizkih in visokih vrednostih.
Razlika med vrednostmi analiticne nenatanc¢nosti posa-
meznih koncentracijskih nivojev hemoglobina, levkocitov
in eritrocitov ni bil izrazita, in bi lahko GV vseh treh kon-
centracijskih nivojev zdruzili in izra¢unali v samo eno ug,,
po zgoraj omenjeni Formuli 1 (12—14). Pri nizki tevil¢ni
koncentraciji trombocitov pa je CV izrazito odstopal, zato
je bilo smiselno, da izracunamo prispevek nenatancnosti
k merilni negotovosti za vsak nivo posebej.

Dobljena vrednost nenatanc¢nosti Rw za levkocite nivoja
3 (1,63 %) je vigja od kriteryja 1,5 %, kot ga navaja Delov-
na skupina za laboratorijsko hematologijo pri SZKKLM v
predlogu Overjanje hematoloskega analizatorja ob uvedbi
v rutinsko delo (Tabela 2). Nekoliko visja vrednost je ver-
jetno zaradi casovno daljsega izvajanja notranje kontro-
le (6 mesecev), kot pa traja sam predlagan postopek over-
janja (meritev petih vzorcev in pet zaporednih dni) (17).

Bias, ki oznacuje sistemati¢no napako merilnega postop-
ka, predstavlja odmik rezultata od pricakovane vrednos-
ti. Obe komponenti biasa, tako RMS,;;,; in u(Cref) sta bili
izracunani s pomocjo podatkov, pridobljenih v medlabo-
ratorijski primerjavi v casovnem obdobju, tako kot nava-
jajo priporocila (6- do 12-mesecno sodelovanje) (6,11-12).
Pri medlaboratorijski primerjavi (Tabela 4) so bile vred-
nosti GV za trombocite med vsemi hematoloskimi para-
metri najvisje in je bil zato tudi prispevek odstopanja

za trombocite velik (3,85 %), medtem ko je bila za hemog- »

lobin 1,095 %, za eritrocite 0,86 % in za levkocite; 1,69 %
(Tabela 3). Ti izracuni kazejo, da obe komponenti biasa,
tako u(Cref) in RMS,;,, lahko pomembno prispevata k me-
rilni negotovosti. Najmanjsi vpliv k celotni merilni nego-
tovosti je predstavljala negotovost pricakovane vrednosti

zunanjega kontrolnega vzorca. Podobne rezultate so do-
bili tudi drugi avtorji (18-20).

Da dobimo odgovor, ali je izracunana vrednost razsirjene
merilne negotovosti (U) sprejemljiva, jo je treba primerja-
i s kriterijem za najvecjo dovoljeno razsirjeno negotovost
(Upay)- Vrednost U je sprejemljiva, ¢e je nizja od predhod-
no izbranega U, s strani laboratorija ali enaka. Kako in
katere meje izbrati, trenutno $e ni dolo¢eno, na splosno pa
veljajo in se tudi najsirse uporabljajo meje, izpeljane iz bi-
oloske variabilnosti (21-23). Izbira sprejemljive vrednosti
je tako lahko odvisna od samega klini¢nega laboratorija,



razen ¢e meje temeljijo na zakonskih meroslovnih zahte-
vah, kot jih navaja npr. nemski RiliBAK. Po njihovih zah-
tevah so vse nase dobljene vrednosti razsirjenth negoto-
vosti v dovoljenih mejah (Tabela 3).

Izracun za celokupno analiticno napako (TAE), ki uposte-
va intraindividualne in interindividualne bioloske variabil-
nosti, pa ponovno pokaze previsoko odstopanje za nizko
stevil¢no koncentracijo trombocitov. Formula za 1izra¢un
celokupne analiticne napake je enostavna za uporabo, ven-
dar je treba koncept TAE uporabljati previdno (24 —29).

Podatek o nenatancnosti stevil¢ne koncentracije trombo-

ZAKLJUCEK

Za celovito zanesljivost merilnih postopkov je pomembno,
da poleg rednega spremljanja vrednosti kontrol kakovo-
st1, v najmanj $estmesecnem intervalu ovrednotimo tudi
merilno negotovost, ki nam omogoca, da lahko postavi-
mo cilje za izboljsavo analiznih postopkov v medicinskem
laboratoriju.

V prispevku smo predstavili prakti¢ni primer, kako lah-
ko z razpolozljivimi podatki v medicinskem laboratori-
ju na razmeroma enostaven nacin ovrednotimo merilno
negotovost rutinskih hematoloskih parametrov s pomoc-
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POVZETEK

Patoloska hiperbilirubinemija se pojavi pri okoli 10 % no-
vorojenckov, in ¢e ostane nezdravljena, lahko vodi v resne
okvare osrednjega ziv¢evja. Smiselno je iskanje zgodnje-
ga (napovednega) biooznacevalca, ki bi lahko pravocas-
no odkril tiste novorojencke, ki so nagnjeni k razvoju pa-
toloske zlatenice. Z raziskavo smo zeleli ugotoviti, ali je
koncentracija bilirubina v popkovnic¢ni krvi zanesljiv bio-
oznacevalec za napoved pojava patoloske hiperbilirubine-
mije. Pokazali smo, da lahko z 90-odstotno specificnostjo
in 92-odstotno obcutljivostjo napovemo, da novorojencki
z nizkimi koncentracijami popkovnic¢nega bilirubina (< 25
pmol/L) ne bodo razvili patoloske zlatenice, da pa jo bodo
novorojencki z visokimi koncentracijami bilirubina (= 45
pwmol/L). V nasi raziskavi je taksne vrednosti popkovnic-
nega bilirubina imelo 24 % novorojenckov. Pri preostalih
(76 %) novorojenckih se je dolocanje koncentracije biliru-
bina v popkovnic¢ni krvi izkazalo kot nezanesljiv bioozna-
¢evalec za napoved razvoja patoloske zlatenice.

Klju¢ne besede: popkovnicni bilirubin, zlatenica, hi-
perbilirubinemija, novorojencek
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ABSTRACT

Pathological hyperbilirubinemia occurs in about 10 % of
newborns and, if left untreated, can lead to serious central
nervous system damage. It 1s therefore reasonable to seek
an early (predictive) biomarker that could identify in a ti-
mely manner those newborns who are prone to developing
pathological jaundice. The aim of the study was to deter-
mine whether the concentration of bilirubin in umbilical
cord blood is a reliable biomarker for predicting the occur-
rence of pathological hyperbilirubinemia. We showed that
with 90 % specificity and 92 % sensitivity, we can predict that
newborns with low concentrations of umbilical cord blood
bilirubin (£ 25 wmol/L) will not develop pathological jaun-
dice, and that newborns with high concentrations of biliru-
bin (= 45 pmol/L) will. In our study, 24 % of newborns had
such umbilical cord blood bilirubin levels. In the remaining
(76 %) newborns, however, determination of umbilical cord
blood bilirubin levels proved to be an unreliable biomar-
ker for predicting the development of pathological jaundice.

Key words: umbilical cord blood bilirubin, jaundice,
hyperbilirubinemia, newborn
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Visoka koncentracija bilirubina je nevarna zaradi poveca-
nja prostega bilirubina, ki deluje nevrotoksi¢no. Pribliz-
no 10 % novorojenckov razvije patolosko obliko zlatenice
1n zato potrebuje ustrezno zdravljenje (1, 2).

Zlatenica je rumeno obarvanje koze ter beloc¢nic in pri
vecini (60—80 %) novorojenckov je fizioloska. Razvije se v
nekaj dnevih po rojstvu, ker zaradi (1) ucinka pospesene-
ga propadanja rdec¢ih krvnick, ko novorojencek preide na
atmosferski kisik, (2) nezrelih jetrnih encimov in zato po-
casnejse presnove bilirubina, (3) premajhne kolic¢ine albu-
mina za vezavo vsega prostega bilirubina in (4) zaradi po-
casnejse prebave pri novorojencku prihaja do absorpcije
barvila iz ¢revesja v krvni obrok (1, 2, 3).

Zgornja meja za fiziolosko zlatenico je odvisna od staros-
tiin teze novorojencka in je $e nizja, ¢e ima novorojencek
dodatne zdravstvene zaplete (2). Za fiziolosko hiperbiliru-
binemijo je znacilno, da se zlatenica pojavi tretji ali cetr-
ti dan po rojstvu in koncentracije celokupnega bilirubina
po navadi ne presezejo 250 pmol/L. Ko se novorojenck-
ovi mehanizmi prilagodijo na zunanje okolje, se tudi se-
rumske koncentracije bilirubina v 10—14 dneh po rojstvu
znizajo (2, 4).

Patolosko zlatenico lahko laboratorijsko dolo¢imo, ce (1)
vrednosti celokupnega bilirubina v krvi novorojencka pre-
sezejo 86 wmol/L ze v prvih 24 urah, (2) koncentracija celo-
kupnega bilirubina kadarkoli naraste za vec¢ kot 86 pmol/L
v obdobju 24 ur ali (3) koncentracija celokupnega bilirubi-
na kadarkoli preseze 290 pumol/L (2, 4). Patoloska zlatenica

nastane zaradi imunsko posredovane hemoliticne bolezni

MATERIALI IN METODE

V raziskavo smo vkljucili 2149 novorojenckov, rojenth v
porodnem oddelku Splosne bolnisnice Novo mesto, z ge-
stacijsko starostjo nad 37 tednov in tezo nad 2400 g. Raz-
iskava je potekala retrospektivno z odobritvijo Komisije
za medicinsko etiko Republike Slovenije (Stevilka dopi-
sa 33/05/04). Vzorec popkovnicne krvi smo pridobili ob
rojstvu otroka. Po prerezu popkovnice smo v porodni sobi
v epruveto s K2EDTA antikoagulantom odvzeli priporo-
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(najpogostejsa oblika je neskladje v ABO krvnoskupinskem
sistemu) in neimunsko posredovane hemolize (najpogoste-
je zaradi dednih bolezni eritrocitov) ter nekaterih drugih
stanj (sepsa novorojencka). Dejavniki tveganja za nevro-
toksi¢no delovanje bilirubina so tudi polimorfizmi v genu
za konjugacijo bilirubina, nizka gestacijska starost, nizka
telesna teza in hipoksija. Hiperbilirubinemijo zdravijo z
obsevanjem novorojencka z modro lu¢jo, v redkih prime-
rih je potrebno zdravljenje z izmenjalno transfuzijo (3, 6).

Zaradi potencialne nevrotoksicnosti bilirubina je smisel-
no iskanje biooznacevalca, s katerim bi pravocasno odkrili
tiste novorojencke, ki so bolj nagnjeni k razvoju patoloske
zlatenice in tako zmanjsali moznost razvoja nevroloskih
poskodb. Odvzem bilirubina iz popkovni¢ne krvi je nein-
vaziven postopek in z rezultati dolocitve njegove koncen-
tracije bi tako ocenili tveganje za razvoj patoloske zlatenice.

Opravljenih je bilo ve¢ studij o dolocanju koncentracije
popkovnic¢nega bilirubina kot napovedniku razvoja patolo-
ske zlatenice (7-22). Zaradi neskladnosti rezultatov dana-
snje klini¢ne smernice $e ne vkljucujejo dolocanja popkov-
ni¢nega bilirubina v rutinski praksi (8).

Ci]j raziskave je bil ugotoviti, ali doloc¢anje koncentraci-
je bilirubina v popkovnic¢ni krvi takoj po rojstvu napove,
ali bo novorojencek razvil patolosko hiperbilirubinemijo.
Zanimalo nas je, do katere vrednosti popkovnicnega bili-
rubina novorojencki ne bodo razvili patoloske hiperbili-
rubinemije in tako ne bodo potrebovali zdravljenja s foto-
terapijo, in nad katero vrednostjo jo bodo razvili.

¢eno koli¢ino venske popkovnic¢ne krvi. Vzorec smo za$ci-
tili pred svetlobo in ga transportirali do Oddelka za labo-
ratorijsko diagnostiko, kjer smo ga centrifugirali 15 minut
na 3500 g. Vzorec plazme smo analizirali s kolorimetric-
no metodo na analizatorju Ektachem Vitros 350 (Kodak,
ZDA) po principu suhe kemije. Dolo¢ili smo celokupni bi-
lirubin, ki je sestevek nekonjugiranega in konjugiranega bi-
lirubina, in je znacilen za novorojencke do starosti 14 dni.
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Novorojenckom smo potem po ustaljeni klini¢ni praksi
odvzemali $e vzorce krvi za serumsko analizo celokupne-
ga bilirubina. Koncentracijo celokupnega bilirubina smo
dolocili z 1sto metodo kot v popkovnic¢ni krvi. Ovrednoti-
1i smo povezavo med bilirubinom, izmerjenim v popkov-
nicni krvi ob rojstvu, in njegovo koncentracijo v serumu v
prvih dnevih zivljenja.

Rezultate smo ovrednotili z odprtokodnim programskim
jezikom Python ter knjiznico za obdelavo podatkov Pan-

REZULTATI

Od 2149 novorojenckov jih je 75,8 % oz. 1629 razvilo fi-
ziolosko zlatenico in povprecna vrednost popkovni¢nega
bilirubina je v tej skupini znasala 30,3£7,5 wmol/L (pov-
precje £ SD). Najnizja izmerjena vrednost je v tej skupini
novorojenckov znasala 7 pmol/L, najvisja pa 52 pmol/L.
V casu hospitalizacije je patolosko zlatenico razvilo 24,2 %
o0z. 520 novorojenckov. Povprecna koncentracija popkov-
nic¢nega bilirubina je v tej skupini znasala 38,1+9,1 umol/L
(slika 1). Najvi§ja izmerjena vrednost je v skupini novoro-
jenckov s patolosko zlatenico dosegla 93 pmol/L, najniz-

japa 20 pmol/L.

Koncentracijo popkovni¢nega bilirubina do 20 umol/L je
imelo 124 novorojenckov (5,8 %), od teh 73 deckov in 51
deklic. Pri vrednosti popkovni¢nega bilirubina med 20 in
30 umol/L je 621 novorojenckov (28,9 %) razvilo fiziolosko
zlatenico (325 deckov in 296 deklic). Patolosko zlatenico
je v tej skupini razvilo 72 novorojenckov (49 deckov in 23
deklic). Cee so bile koncentracije popkovni¢nega bilirubina
med 30 in 40 pmol/L, so 703 (32,7 %) novorojencki razvili
fiziolosko (340 deckov in 363 deklic), 264 (12,3 %) pa pato-
losko zlatenico (155 de¢kov in 109 deklic). Ce so bile kon-
centracije popkovnic¢nega bilirubina med 40 in 50 pmol/L
je fiziolosko zlatenico razvilo 172 (8,0 %) novorojenckov (82
deckov in 90 deklic), patolosko zlatenico pa 128 (6,0 %) (73
deckov in 55 deklic). Pri se visjih koncentracijah popkov-
ni¢nega bilirubina, nad 50 wmol/L, jih je fiziolosko zla-
tenico razvilo 9 (0,4 %; 4 decki in 5 deklic), patolosko pa
101 4,7 %) novorojencek (27 deckov in 29 deklic) (slika 1).

Z narascanjem koncentracije popkovnic¢nega bilirubina
narasca delez novorojenckov, ki je razvil patolosko zla-
tenico (slika 2). Pri koncentraciji popkovni¢nega bilirubi-
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das. Podatki v rezultatih predstavljajo povprecno vrednost
£ SD. Podatke smo statisticno ovrednotili z ROC krivuljo,
ki smo jo izrisali v programskem paketu R in tako dolocili
mejno vrednost, pod katero novorojencki ne razvijejo pato-
loske zlatenice in nad katero jo. Dolocili smo tudi koeficient
kapa, ki omogoca dihotomno vrednotenje popkovnicne-
ga bilirubina kot oznacevalca razvoja patoloske zlatenice.
Koeficient kapa < 0,2 pomeni slabo, med 0,21 in 0,40 za-
dovoljivo, med 0,41 in 0,60 zmerno, med 0,61 in 0,80 dob-
ro ter med 0,81 in 1,00 zelo dobro ujemanje.

na do 20 pmol/L nobeden ni razvil patoloske zlatenice. V
skupini novorojenckov s koncentracijo popkovnicnega bi-
lirubina med 20 in 30 pmol/L jih je 10,4 % razvilo pato-
losko zlatenico; ¢e so imeli koncentracijo popkovni¢nega
bilirubina med 20 in 40 pmol/L, je patolosko zlatenico
razvilo 27,3 %, v skupini s koncentracijo popkovnicnega
bilirubina med 40 in 50 pmol/L pa je 42,7 % novorojenc-
kov razvilo patoloko zlatenico. Ce so imeli koncentraci-
jo popkovnicnega bilirubina nad 50 pmol/L, pa jih je kar
86,2 % razvilo patolosko obliko zlatenice.

S pomocjo ROC krivulje smo statisticno dolo¢ili mejno
vrednost, ki lo¢1 med tistimi novorojencki, ki ne razvije-
jo patoloske hiperbilirubinemije, in tistimi, ki jo. Ta zna-
$a 31 pmol/L v popkovnic¢ni krvi (83-odstotna obcutljivost
in 52-odstotna specificnost). Povrsina pod krivuljo zna-
sa 0,745 pri 95-odstotnem intervalu zaupanja. Koeficient
kapa pri tej mejni vrednosti znasa 0,24.

Da biizboljsali obcutljivost in specificnost metode, smo do-
locili dve mejni vrednosti, ki bolje locita med tistimi no-
vorojencki, ki razvijejo patolosko hiperbilirubinemijo, in
tistimi, ki je ne. Pri mejni vrednosti < 25 pmol/L (novoro-
jencek ne bo razvil patoloske hiperbilirubinemije) in = 45
wmol/L (novorojencek bo razvil patolosko hiperbilirubi-
nemijo) je obcutljivost 92-odstotna in specificnost 90-od-
stotna (slika 4). Povrsina pod krivuljo znasa 0,929. Koe-
ficient kapa pri mejnih vrednostih < 25 pmol/L in > 45
wmol/L znasa 0,68.
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Slika 1: Stevilo novorojenékov s fiziolosko in patologko zlatenico v odvisnosti od koncentracije popkovniénega bilirubina.
Figure 1: Number of neonates with physiological and pathological jaundice as a function of umbilical bilirubin concentration.
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Slika 2: Pri visjih izmerjenih koncentracijah popkovniénega bilirubina veé novorojenékov razvije patolosko obliko zlatenice.
Figure 2: At higher measured concentrations of umbilical bilirubin, more neonates developed pathological hyperbilirubinemia.
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Slika 3: ROC krivulja z mejno vrednostjo 31 pmol/L za napoved razvoja patoloske hiperbilirubinemije.
Figure 3: ROC curve with a cut-off value of 31 pmol/L to predict the development of pathological hyperbilirubinemia.
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Slika 4: ROC krivulja z mejnima vrednostma < 25 pmol/L in = 45 pmol/L za napoved razvoja patoloske hiperbilirubinemije.
Figure 4: ROC curve with cut-off values < 25 pmol / L and 2 45 pmol / L to predict the development of pathological hyperbilirubinemia >
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RAZPRAVA

V raziskavi smo pokazali, da lahko z 90-odstotno specific-
nostjo in 92-odstotno obcutljivostjo preko dolocitve celoku-
pnega bilirubina iz popkovni¢ne krvi napovemo, da novoro-
jencki z nizkimi koncentracijami popkovni¢nega bilirubina
(< 25 wmol/L) ne bodo razvili patoloske zlatenice, tisti z vi-
sokimi koncentracijami bilirubina (= 45 wmol/L) pa jo bodo.

0Od 60 do 80 % zdravih novorojenckov po rojstvu normalno
razvije fiziolosko obliko neonatalne hiperbilirubinemije. V
nasi skupini je 76 % novorojenckov razvilo fiziolosko hiperbi-
lirubinemijo. Razlog je predvsem v Se nerazvitem jetrnem sis-
temu encimske konjugacije z glukoronsko kislino, kar vodi v
kopicenje nekonjugiranega bilirubina v krvi, zmanjsanem
jetrnem prevzemu bilirubina, zmanjsani sintezi albumina
in povecani enterohepaticni cirkulaciji. V maternici je plod
v razmeroma hipoksi¢nih razmerah (pO, popkovnic¢ne krvi
je 28 mmHg), kar vodi v vecje izlocanje eritropoetina, zato
imajo novorojencki povecano koli¢ino eritrocitov. Ko novo-
rojencek prvic pride v stik z atmosferskim kisikom, pride do
povecane hemolize zaradi oksidativnih poskodb eritrocitov
in sproscanja hemoglobina. Novorojenckovi eritrociti imajo
krajso zivljenjsko dobo (80 dni). Vst ti dejavniki prispevajo k
nastanku fizioloske zlatenice. Vrednosti bilirubina se pri fizi-
oloski hiperbilirubinemiji brez zdravljenja v 10-14 dneh po
rojstvu spontano zmanjsajo (3, 6).

Patoloska oblika hiperbilirubinemije se pojavi pri okoli 10 %

novorojenckov (2, 4), v nasi skupini se je pojavila pri 24 %. To

je stanje, ko koncentracija serumskega bilirubina (1) v prvih 24

urah preseze 86 tmol/L, (2) narasca za vec¢ kot 86 pmol/L dan

oz. (3) kadarkoli preseze vrednost 290 pmol/L. V nasi raziska-
vi pr1 koncentraciji popkovnicnega bilirubina do 20 pmol/L
nobeden od novorojenckov ni razvil patoloske zlatenice.

Patolosko hiperbilirubinemijo je razvilo 24 % novorojenckov
(koliko izmed teh novorojenckov je potrebovalo zdravljenje
s fototerapijo, nismo preverjali) s povprecno koncentracijo
popkovnic¢nega bilirubina 38,1+9,1 pmol/L. Mejna vrednost
koncentracije popkovni¢nega bilirubina, pod katero novoro-
jencek ne bo razvil patoloske zlatenice, je dolocena z ROC
krivuljo in znasa 31 pmol/L (83-odstotna obcutljivost, 52-od-
stotna specificnost). Furlan in sodelavei so v $tudiji na sloven-
skih novorojenckih postavili mejo, po kateri novorojencek ne
bo razvil patoloske zlatenice, pri koncentracijah popkovnicne-
ga bilirubina 28 pmol/L (85-odstotna obcutljivost in 60-od-
stotna specificnost) (10, 11). Rafi in sodelavei so 2019 v studiji
pokazali, da je mejna vrednost za razvoj patoloske zlatenice
koncentracija popkovnicnega bilirubina 34,2 pmol/L (90-od-
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stotna obcutljivost, 84-odstotna specificnost). Predlagajo, da
bi vse novorojencke z izmerjenimi vrednostmi popkovnicne-
ga bilirubina nad 34,2 pmol/L daljsi ¢as zadrzali na opazo-
vanju v porodnisnici (18). Castillo in sodelavcei pa so doloci-
li mejno vrednost popkovnic¢nega bilirubina na 31,6 pmol/L
(92-odstotna obcutljivost, 70-odstotna specificnost) in pravi-
jo, da dolocanje popkovnicnega bilirubina zmanjsa potrebo
po invazivnem dolo¢anju serumskega bilirubina (9). Vst av-
torji zakljucujejo, da so njihove postavljene mejne vrednosti
uporabne pri napovedi razvoja patoloske zlatenice. Nasi re-
zultati pa kazejo, da postavljena mejna vrednost 31 pmol/L
(83-odstotna obcutljivost in 52-odstotna specificnost ter 0,59
tocnost) ni ustrezna za napoved razvoja patoloske zlateni-
ce. Cle bi ne glede na popkovni¢ni bilirubin vsakega novoro-
jencka oznacili, da ne bo razvil patoloske zlatenice, bi bili v
76 % primerih tocni, ker je v nasi skupini 76 % takih novoro-
jenckov, ki niso razvili patoloske zlatenice. Pri doloc¢eni mej-
ni vrednosti 31 Wmol/L pa znasa tocnost 59 %, kar pomeni,
da metoda dolocanja popkovni¢nega bilirubina za napoved
razvoja patoloske zlatenice ni primerna. Metodo smo izbolj-
sali tako, da smo postavili dve mejni vrednosti: mejna vred-
nost < 25 pmol/L in = 45 wmol/L, pri katerih z 92-odstotno
obcutljivostjo in 90-odstotno specificnostjo pravilno napo-
vemo, ali bo novorojencek razvil patolosko zlatenico. Izmed
2149 novorojenckov pa je samo 23 % takih, pri katerih bi pri
vrednostih popkovni¢nega bilirubina < 25 pmol/L oz. = 45
wmol/L pravilno napovedali, ali bodo razvili patolosko zla-
tenico ali ne. Pri preostalih novorojenckih (74 %) doloc¢anje
popkovni¢nega bilirubina nima napovedne vrednosti za pa-
tolosko zlatenico.

Koncentracijo popkovni¢nega bilirubina pri doloc¢eni mejni
vrednosti lahko vrednotimo dihotomno (negativno, pozitiv-
no), zato smo izracunali $e koeficient kapa. Ta je pri mejni
vrednosti 31 pmol/L 0,23, kar pomeni, da je dolocanje kon-
centracije popkovni¢nega bilirubina za napoved patoloske
zlatenice neprimerno. Pri postavitvi dveh mejnih vrednosti
(€25 pmol/L in = 45 umol/L) pa koeficient kapa znasa 0,62,
kar pomeni, da je taksna klasifikacija novorojenckov za na-
poved razvoja patoloske zlatenice dobra.

Da bi dodatno izboljsali statistiko za napoved razvoja pato-
loske zlatenice novorojenckov, bi bilo smiselno vpeljati kom-
binacijo parametrov oz. analitov, ki bi tako bolje locila tiste
novorojencke, ki bodo razvili patolosko zlatenico, od tistih, ki
je ne bodo. Nekaj novejsih studyj poleg popkovni¢nega biliru-
bina kot biooznacevalca za napoved razvoja patoloske zlate-
nice vkljucyje Se popkovnic¢ni albumin (22, 23, 24).



ZAKLJUCEK

Nasi rezultati kazejo, da novorojencki z vrednostmi popkov-

ni¢nega bilirubina, nizjimi od 24 pmol/L, niso v nevarnos-

t1, da bi razvili patolosko zlatenico in so lahko ob ostalih

normalnih 1zvidih prej odpusceni v domaco oskrbo. Pri
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Mali gosti LDL kot proaterogeni

oznacevalec

Small dense LDL — proatherogenic biomarker

Nina Cugmas
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UvoD

Lipoproteini nizke gostote (LDL) so s holesterolom boga-
ti lipoproteini, ki prenasajo okoli 70 % plazemskega hole-
sterola (1). Zvisana vrednost LDL-holesterola (LDL-hol)
je eden glavnih dejavnikov tveganja za razvoj sr¢no-zil-
nih bolezni (SZB). Nekatere $tudije so pokazale, da so last-
nosti LDL delcev bolj pomembne, kot pa sama vrednost

LDL-hol. Poleg razlik v velikosti in gostoti se LDL delci
razlikujejo tudi v kemijski sestavi zaradi stevilnih modi-
fikacij, ki so jim podvrzeni v krvi (2, 3, 4, 5). Identifika-
cija posameznikov z vedjim tveganjem za SZB bi morala
temeljiti na dolocitvi koncentracije LDL-hol in lastnosti
LDL delcev (6).

PODRAZREDI LDL IN METODE DOLOCANJA

Lipoproteini se razlikujejo po velikosti, gostoti in sestavi
lipidov ter apolipoproteinov. Na osnovi fizikalnih in ke-
mijskih lastnosti jih razdelimo v vec¢ razredov. LDL delci
so opredeljeni kot frakcija lipoproteinov z gostoto 1,019—
1,063 g/mL. Z razlicnimi laboratorijskimi metodami lo-
¢imo delce LDL v posamezne podrazrede.

Ultracentrifugiranje je bilo prva metoda, s katero so loci-
li razli¢ne frakcije LDL. Na osnovi gostote LDL delcev so
opredeljent trije podrazredi LDL:

« LDLI: 1,025-1,034 g/mL,
« LDLII: 1,034 1,044 g/mL,
 LDLIIIL: 1,044 1,060 g/mL (2).

V nekaterih studijah so locili tudi zelo male delce LDL
(LDL IV). Podrazreda LDL IIT in IV predstavljata mali
gosti LDL (sdLLDL) (2).
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Druga, pogosto uporabljena metoda za dolocitev podrazre-
dov LDL, je gradientna gelska elektroforeza (GGE) brez
denaturacije. S to metodo delce LDL lo¢ijo na osnovi nji-
hove elektroforetske mobilnosti, ki je odvisna od velikos-
ti in oblike lipoproteina. Glede na premer LDL delcev so
opredeljent §tirje podrazredi:

e LDLI: 26,0-28,5 nm,

e LDLII: 25,5-26,4 nm,

e LDLIIT Ain B: 24,2-25,5 nm,

e LDLIV Ain B:22,0-24,1 nm (2).

Ostale metode za dolocitev posameznih frakcij LDL so:
nuklearna magnetna resonanca (NMR), tekocinska kro-
matografija visoke locljivosti (HPLC), dinamicno sipanje
laserske svetlobe, analiza gibanja ionov in avtomatizira-
ne homogene metode dolocanja. Slednje so $e posebej pri-
merne za uporabo v vsakdanji klini¢ni praksi (2).
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Na podlagi vrste prisotnih podrazredov LDL loc¢imo fe-
notip Ain B. Za fenotip A je znacilno vecje $tevilo IbLDL
delcev (large buoyant, gostota < 1,044 g/mL, velikost > 25,5
nm), za fenotip B pa ve¢je stevilo sdLDL delcev (gostota
> 1,044 g/mL, velikost < 25,5 nm). Ugotovili so, da se fe-
notip B pogosteje pojavlja v doloc¢enih bolezenskih stanjih,

NASTANEK sdLDL

Studije kazejo, da delci sdLDL nastanejo po dveh poteh,
ki sta odvisni od koncentracije TG. V primeru nizkih kon-
centracij TG se iz jeter izloc¢ijo lipoproteini zelo majhne
gostote (VLDLI) in lipoproteini srednje gostote (IDL), ce
pa so vrednosti TG visoke, se iz jeter izlocijo VLDLI in
VLDL2. IDL in VLDL2 delci vsebujejo manj TG in po
delovanju encima lipoproteinske lipaze (LPL) nastanejo iz
njih LDL delci podrazredov I'in II. Iz VLDLI delcev, bo-

NIZKA KONC. TG

CETP LPL
sdLDL LPL

CIRAICDRCE RN

LPL ‘ /

JETRA

LABORATORIJSKA MEDICINA

kot so presnovne bolezni, debelost, sladkorna bolezen tipa
2 (SB2), koronarna sr¢na bolezen in mozganska kap. Fe-
notip B je povezan tudi z zvisanimi vrednostmi triglice-
ridov (T'G), znizanim holesterolom v lipoproteinih velike
gostote (HDL-hol) in z vecjo aktivnostjo jetrne lipaze (2).

gatih s TG, nastanejo po delovanju encimov LPL in jetrne
lipaze LDL delci podrazredov IIIin I'V. Na nastanek sdL-
DL delcev vpliva poleg jetrne lipaze tudi aktivnost prena-
salnega proteina za holesterolne estre (CETP). Slednji iz
LDL delcev podrazredov II, III in IV odstranjuje holes-
terolne estre v zameno za TG, ki jih razgradi jetrna lipa-
za. Vsl t1 procest vodijo do nastanka delcev sdLLDL (2, 7).

VISOKA KONC. TG

CETP
vedji  pL sdLDL

/.».».% ®

CETP
LPL LPL HL sdLDL
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Slika 1: Hipoteti¢na shema nastanka podrazredov LDL. sdLDL - mali gosti LDL; CETP - transportni protein za holesterolne estre; HL - jetrna lipaza; LPL -
lipoproteinska lipaza; TG - trigliceridi; IDL - lipoprotein srednje gostote; LDLHV - lipoprotein nizke gostote podrazred |, II, IlI, IV; VLDL - lipoprotein zelo

nizke gostote. Prirejeno po (2).

Figure 1: Hypothetical scheme of metabolic origins of LDL subclasses. sdLDL - small dense LDL; CETP - cholesterol ester transfer protein; HL - hepatic

lipase; LPL - lipoprotein lipase; TG - triglycerides; IDL - intermediate density lipoprotein; LDL HV -

low density lipoprotein. Adapted from (2).

low density lipoprotein subclasses |, II, Ill, IV; VLDL - very
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ATEROGENE OBLIKE sdLDL IN TVEGANJE ZA RAZVOJ

SRCNO-ZILNE BOLEZNI

Studije na celi¢nih kulturah so pokazale, da nativni del-
ci LDL ne povzroc¢ajo nalaganja lipidov, medtem ko so
spremenjeni delci LDL (oksidirani, desializirani, glikira-
ni, elektronegativni) mocno aterogeni. Spremenjeni del-
ci LDL imajo tudi provnetne lastnosti in so nagnjeni k
agregaciji ter nastanku kompleksov, ki njihovo ateroge-
nost se povecajo (2).

Dokazali so, da je sdLDL bolj dovzeten za aterogene spre-
membe kot pa ostali podrazredi LDL. Razlogi so naslednji:

e sdLDL je manjsi od ostalih podrazredov LDL,
zato lazje prehaja skozi endotelyj in povzroca
ateroskleroti¢ne spremembe.

* sdLDL ima manjso afiniteto do receptorjev LDL kot
ostali podtipi LDL, zato je njegov prevzem zmanjsan.
Zaradi tega se sdLDL dalj ¢asa zadrzuje v krvnem
obtoku, kar pomeni ve¢jo moznost za aterogene
spremembe.

e sdLLDL ima vecjo afiniteto do proteoglikanov
v arterijski steni, kar prav tako podaljsa cas
zadrzevanja v subendotelijskem prostoru in pomeni
ve¢ moznosti za aterogene spremembe (2, 7).

Zadnji dve znacilnosti sta posledici strukturnih sprememb
v apolipoproteinskem B (Apo B) delu sdLDL (7).

Prva aterogena sprememba LDL, ki so jo odkrili razisko-
valci, je bila oksidacija LDL, vendar se le-ta zgodi v ka-
snejst stopnji po seriji predhodnih modifikacij. Znano je,
da so predhodno spremenjeni delci LDL bolj dovzetni za
oksidacijo (8). Delci sdLDL so bolj dovzetni za oksidacijo
predvsem zaradi svoje lipidne sestave in manjse vsebnosti
antioksidativnih vitaminov (2). Receptorji na makrofagu
1majo desetkrat ve¢jo afiniteto za oksidirani LDL (oLDL)
kot pa za nativni LDL. Stevilo receptorjev na membra-
ni celic se po vstopu oLDL v celico ne zmanjsa, zato se
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oLDL kopicijo v makrofagu, kar pospesi njihovo pretvor-
bo v penasto celico (9).

Cleprav je oksidacija najbolj znana aterogena sprememba
LDL, pa so kasnejse studije pokazale, da je najpomemb-
nejsa desializacija, ki je verjetno celo prva aterogena spre-
memba delcev LDL v seriji vseh aterogenih modifikacij.
Studije na celi¢nih kulturah, pridobljenih iz aterosklero-
ti¢nih lezij, so pokazale, da v primerjavi z nativnimi delci
LDL desializirani LDL delci lazje prehajajo v celice, ven-
dar pa je njthova znotrajceli¢na razgradnja zmanj$ana in
desializirani LDL se kopici v celicah. Desializirani LDL
je v primerjavi z nativnim LDL manjsi, ima vecjo gosto-
to, je bolj elektronegativen in bolj dovzeten za oksidacijo.
Pri posameznikih s fenotipom B ima sdLDL nizjo vseb-
nost siali¢ne kisline v primerjavi z IbLDL. Desializirani
delec sdLDL ima tudi vecjo afiniteto do proteoglikanov v
arteryjski steni (2, 8, 10).

Glikirani LDL nastane pri neencimski reakeiji glukoze in
njenth presnovkov s prosto amino skupino lizina na apoB-
100. Pri pacientih s presnovnim sindromom in SB2 so ugo-
tovili, da je sdLDL bolj dovzeten za glikacijo (8).

Specificno vlogo delcev sdLLDL v patogenezi aterosklero-
ze so raziskovali v Stevilnih Studijah. Dokazali so, da sta
zvecano Stevilo delcev sdLDL (fenotip B) in zvisana vred-
nost sdLLDL-hol povezana z vec¢jim tveganjem za razvoj
SZB. Nekatere $tudije so pokazale, da je koncentracija
sdLDL-hol boljsi oznacevalec ocene tveganja za koronar-
ne sr¢ne bolezni kot pa celokupni LDL-hol. Delci sdLDL
so manjsi in vsebujejo manj holesterola, vendar zvecano
stevilo sdLDL delcev pomeni povecano $tevilo aterogenih
delcev, kar pa ni nujno, da se odraza tudi v vrednosti LDL-

hol (2, 11, 12).
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HOMOGENA AVTOMATIZIRANA METODA ZA DOLOCITEV

sdLDL-HOL

Metode, kot so ultracentrifugiranje, GGE, NMR in HPLC,
niso primerne za rutinsko analizo sdLDL (draga oprema,
zapletena tehnika, dolg cas analize). Pomemben korak je
bil narejen z razvojem homogene metode, ki so jo prvi
opisali Hirano et al. Sledile so modifikacije, s katerimi so
poenostavili analizni postopek. Preiskovali so vpliv dveh
surfaktantov: enega, ki bo razgradil NE-LDL lipoprotei-
ne, in drugega, ki bo zascitil sdLDL delce pred uc¢inkom
sfingomielinaze in holesterol oksidaze ter holesterol este-
raze. Uporaba sfingomielinaze in kombinacija dveh sur-
faktantov sta omogocili razvoj avtomatiziranega homoge-
nega testa za dolocitev sdLDL-hol (2, 13).

TRL

IbLDL delci vsebujejo vec sfingomielina kot sdLDL, zato
encim sfingomielinaza prednostno razgradi IbLDL. V prvi
stopnji reakcije surfaktant A in sfingomielinaza razgradita
HDL, Ib-LDL in TG, medtem ko surfaktant B zas¢iti sd .-
DL pred delovanjem sfingomielinaze, holesterol oksidaze
in holesterol esteraze. Iz HDL, Ib-LDL in TG se sprosti
holesterol, ki ga holesterol oksidaza in holesterol esteraza
razgradita. V naslednji stopnji reakcije pride do sprostitve
holesterola iz sdLDL, ki ga dolo¢imo s klasi¢no encim-
sko kolorimetricno reakcijo za doloc¢anje holesterola (13).

Ib-LDL

sd-LDL HDL

Korak 1 Surfaktant A Sfingomielinaza  Surfaktant B Surfaktant A
Disociacija Disociacija Disociacija
Holesterol Holesterol Holesterol
Holesterol esteraza Holesterol esteraza Holesterol esteraza
Holesterol oksidaza Holesterol oksidaza Holesterol oksidaza
Katalaza Katalaza Kataloza
2H,0 + O, 2H,0 + O, . 2H,0 + O,
Vijolitno-rdeca barva 4= H20> <+— Holeste ror/
. Holesterol esteraza Sd - I. D I.
Kora k2 Meritev Holesterol oksidaza

L

Slika 2: Postopek homogene metode za dolocitev sd-LDL holesterola. TG - trigliceridi; Ib-LDL - large buoyant LDL; sd-LDL - mali gosti LDL. Prirejeno po (7).
Figure 2: The principle of homogeneous assay for sd-LDLcholesterol. TG - triglycerides; Ib-LDL - large buoyant LDL; sd-LDL - small dense LDL. Adapted from (7).
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ZAKLJUCEK

S Studijami so dokazali, da so razli¢ni podrazredi LDL
razlicno aterogeni in da je sdLDL-hol pomemben dejav-
nik tveganja za razvoj SZB. Z uporabo razli¢nih metod,
s katerimi dolo¢amo podrazrede LDL, prihaja do razlik
med rezultati, zato je preucevanje vloge sdLDL pri razvo-
ju ateroskleroze in SZB otezeno. Velik napredek so doseg-
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Krvna slika: stare tezave, nove resitve

Tadej Furlan

Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Interna klinika, Kliniéni oddelek za hematologijo

Pri izdajanju rezultatov krvne slike moramo biti zaposle-
ni v laboratorijih zelo pozorni, saj se v sami analizi skriva
veliko prikritih nevsecnosti, ki jih je treba odkriti in resi-
t1, preden izdamo koncni izvid.

V hematologiji ze veliko ¢asa uporabljamo parametre, pri
katerih se trenutno izvajajo stevilne studjje glede novih na-
¢inov klini¢ne uporabe. Eden izmed takih je koeficient va-
riacije volumna eritrocitov (angl. red cell distribution width;
RDW). RDW je del eritrocitnih indeksov. Z njim pridobi-
mo kvantitativno informacijo o razporeditvi eritrocitov v
krvi glede na njihovo velikost (volumen). Dolo¢amo ga s
pomocjo hematoloskega analizatorja in je del rezultatov
krvne slike. Ta parameter je, poleg hemoglobina in pov-
prec¢nega volumna eritrocitov (MCV), zelo pomemben pri
razvrs¢anju anemij.

Zadnja leta pa ugotavljajo, da je RDW zelo pomemben
tudi kot prognosti¢ni oznacevalec pri kronicnem sré¢nem
popuscanju in pri bolnikih z okuzbo s SARS-CoV-2. Pro-
gram CHARM (okr. Candesartan in Heart Failure: As-
sessment of Reduction in Mortality and Morbidity) je v
studiji dolocil 36 laboratorijskih parametrov, ki jih ze ve-
liko let dolocajo v laboratorijih, in bi lahko imeli progno-
sticni pomen pri bolnikih s kroni¢nim srénim popusca-
njem. Ugotovili so, da je izmed vseh 36 parametrov, ki so
jih izbrali za analizo, zvisan RDW najmocnejsi oznace-
valec za neugoden izid in je mo¢no povezan s smrtnostjo
pri bolnikih s srénim popuscanjem (1).

Pri hospitaliziranih bolnikih z okuzbo s SARS-CoV-2 pa
so ugotovili povezavo med zvisanim RDW ob sprejemu v
bolnisnico in zvisanim RDW med hospitalizacijo ter po-
vecano verjetnostjo za neugoden izid bolezni (2).

Poleg novih nacinov uporabe Ze ustaljenih parametrov so
v sodobni hematologiji pomembni tudi novi nacini same
analize le-teh. Starejsi hematoloski analizatorji so dolo-
cali eritrocite in trombocite s pomocjo impedancne me-
tode (meritev elektricnega toka). Novejsi analizatorji pa,
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poleg merjenja z impedanc¢no metodo, uporabljajo $e op-
ti¢no meritev s pretocno citometrijo v retikulocitnem ka-
nalu. V laboratoriju se lahko srecamo s stevilnimi tezava-
mi pri merjenju vzorcev krvi. Pri meritvi eritrocitne vrste
lahko pride do napacnih rezultatov zaradi razlicnih pato-
loskih stanj, ki lahko povzrocijo interference. Avtoimun-
ske hemoliti¢ne anemije so pridobljene hemoliti¢ne anemi-
je, pri katerih pride do vezave protiteles ali komplementa
na povrsino eritrocitov. Glede na temperaturo, pri kateri
se protitelesa vezejo na eritrocite, locimo avtoimunske he-
moliticne anemije s hladnimi in toplimi protitelesi. Hladni
aglutinini so v hematoloskem laboratoriju nakljucna najd-
ba. Pri merjenju vzorca venske krvi lahko pride do napac-
nih rezultatov zaradi aglutinacije eritrocitov in nastajanja
eritrocitnih skupkov in vivo ter in vitro. Hladni aglutini-
ni so protitelesa razreda IgM, ki povzrocajo aglutinacijo
lastnih eritrocitov pri temperaturah pod 37 °C. Pojavijo
se lahko pri okuzbah, limfati¢nih novotvorbah ali plaz-
mocitomu. Pri hladnih aglutininih se v hemogramu po-
javi znacilna kombinacija zvisanih MCH in MCHC ter
znizane §teviléne koncentracije eritrocitov. V tem prime-
ru je treba vzorce segreti na 37 °Ci in jih ¢im prej analizi-
rati. Tezava takega pristopa je v podaljsani izdaji rezulta-
tov krvne slike, saj je treba vzorce inkubirati za 0,5 do 1
ure. Doloceni novejsi hematoloski analizatorji omogoca-
jo opti¢no meritev eritrocitne vrste v posebnih merilnih
komorah, ki so segrete na 41 °C.. V studiji Roccaforte in
sod. so primerjali rezultate Stevil¢nih koncentracyj eritro-
citov, hemoglobina, hematokrita, MCV, MCH in MCHC.
Vzorce so merili z opti¢cno metodo ter jih primerjali z im-
pedan¢no metodo po inkubaciji na 37 °C. Rezultati $tu-
dije so, z izjemo MCHC, pokazali odli¢no korelacijo med
obema metodama analize. Se vedno pa nobena od teh me-
tod ne more zanesljivo resiti vseh primerov, pri katerih so
prisotni hladni aglutinini (3).

Poleg tezav, ki jih prinasajo hladni aglutinini, se v labora-
toriju srecujemo tudi z interferencami, ki lahko vplivajo
na merjenje vzorca venske krvi. Nenormalnosti v merje-
nju eritrocitne vrste vodijo v napacne izracune eritrocitnih
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indeksov, kot je npr. MCHC. Zvisan MCHC je redek po-
jav, zato je take vzorce treba zelo podrobno pregledati in
ugotoviti, ali je MCHC resni¢no zvisan zaradi patoloske-
ga stanja eritrocitne vrste ali pa je lazno zvisan zaradi op-
ticnih interferenc ali aglutinacije eritrocitov. Zaradi tega
so Berda-Haddad in sod. uvedli nov algoritem, pri kate-
rem se s pomocjo opticnih (RBC-O) in impedanc¢nih me-
ritev (RBC) eritrocitov ter meritve hemoglobina (HGB) in
izracuna hemoglobina (HGB-O) iz opti¢ne meritve v reti-
kulocitnem kanalu ugotavlja vzrok zvisanega MCHC (laz-
no zvisan zaradi hemolize, ikteri¢nega, lipemi¢nega vzor-
ca, ali resni¢no zvisan MCHC zaradi bolezni eritrocitne
vrste). S tem algoritmom dobimo informacijo, katere pa-
rametre je treba izdati v izvidu krvne slike (impedanc¢na
ali opticna meritev eritrocitov oz. meritev ali izracun he-

moglobina) (4).

V laboratorijih se poleg tezav v analizi zaradi opti¢nih in-
terferenc pojavljajo tudi zamenjave vzorcev. Za odkrivanje
nepravilnosti v analizni fazi pri hematoloskem analizator-
ju uporabljamo dnevne kontrole, ki pa so za ugotavljanje
tezav v predanalizni fazi popolnoma nekoristne. Zato so v
hematologiji zelo pomembni Delta Checki. Delta Check je
proces odkrivanja neskladja med trenutnimi in predhodni-
mi rezultati za opredeljeno obdobje s pomocjo matematic-
nih formul. Omogocijo nam odkritje napake, preden po-
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trdimo izvid. Na ta nacin pove¢amo varnost bolnikov, saj
zmanj$amo moznost zamenjave vzorcev. Zelo pa so upo-
rabni tudi pri zgodnjem odkrivanju hematoloskih bolezni,
saj nas opozorijo na spremembo rezultatov posameznih
parametrov krvne slike v krajsem ¢asovnem obdobju. Pri
prepoznavanju zamenjave vzorcev je trenutno najboljsi
parameter MCV. Pri dolocenih vzorcih je tudi MCV ne-
koristen, saj se lahko rezultati MGV spreminjajo pri dia-
liznih bolnikih z osmotskim neravnovesjem. Ceprav se Del-
ta Checki racunajo pri posameznih parametrih, trenutno
ugotavljajo, da ima kombinacija ve¢ parametrov eritroci-
tne vrste pri izracunu Delta Checka bistveno boljso ob-
cutljivost in specificnost pri odkrivanju zamenjave vzorca
oz. drugih predanaliznih napak, kot so neprimeren tran-
sport, neprimeren odvzem vzorcea, ... (3).

Hematoloski analizatorji so se v zadnjem desetletju never-
jetno hitro razvili in z njthovo pomocjo veliko lazje in hitre-
je pridobivamo rezultate in izdajamo izvide ter tako skraj-
syjemo TAT. V veliko pomoc¢ so nam tudi pri odkrivanju
prikritih tezav predanalizne in analizne faze. Ceprav se
tehnologija razvija z neverjetno hitrostjo, pa je $e vedno
zelo pomemben laboratorijski delavec, ki je s svojim zna-
njem neprecenljiv ¢len v sami analizi vzorcev, saj je spo-
soben manevrirati in filtrirati vso to koli¢ino informacij.
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Laboratorijski odgovor na nove nacine
zdravljenja moten;j strjevanja krvi

Martina Fink
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Hemofiljja je redka dedna bolezen z motnjo v strjevanju
krvi. Najpogostejsi sta hemofilija A, ki jo povzroc¢a pomanj-
kanje faktorja strjevanja krvi VIII, in hemofilija B, pri ka-
teri primanjkuje faktorja IX. Zbolevajo predvsem moski,
ker sta gena za faktorja VIII in IX na kromosomu X, zenske
so obicajno prenasalke. V Sloveniji ima hemofilijo A ali B
priblizno 250 ljudi (1, 2). Hemofilija je lahko tudi prido-
bljena, pri tej se razvijejo avtoprotitelesa proti faktorjem
koagulacije, najpogosteje proti faktorju VIII (3). Pri zdra-
vljenju hemofilije A in B sta najpogosteje uporabljana re-
kombinantna faktorja VIII in IX, ki nadomescata pri bol-
niku manjkajoci faktor (2, 4). Znizane aktivnosti faktorjev
koagulacije povzrocajo krvavitve, ki so lahko tudi spon-
tane. Da bi preprecili krvavitve, je potrebno nadomesca-
nje manjkajocih faktorjev VIIT ali IX z zdravili (1, 2, 4). V
Sloveniji se za zdravljenje hemofilije A in B uporablja ve-
¢ina najsodobnejsih zdravil (Tabela 1). Ker pa imajo raz-
licna zdravila razli¢ne lastnosti, moramo njihovo aktivnost
spremljati z razlicnimi metodami za dolocitev aktivnosti
faktorjev koagulacije. Uporabljamo lahko enostopenjske
ali pa kromogene metode. Kateri testni sistem je prime-
ren za spremljanje aktivnosti njihovega preparata, pripo-
rocajo proizvajalci zdravil. Zdravila imajo zelo razli¢ne
lastnosti, tako lahko celo razli¢ni reagenc¢ni kompleti iste-
ga proizvajalca podajajo zelo razlicne rezultate (2, 4). En
testni sistem lahko podceni, drugi preceni aktivnost pre-
iskovanega faktorja koagulacije, tretji nam podaja tocne
rezultate. Pravilno odmerjanje rekombinantnih faktorjev
je klju¢no za vzdrzevanje ucinkovite hemostaze, ki pre-
precuje krvavitve ob znizanih aktivnostih faktorjev koa-
gulacije, na drugi strani pa preprecuje tudi tromboembo-
licne zaplete ob njihovih previsokih aktivnostih (1, 2, 4).

Da medicinski laboratorij lahko pravilno doloci aktivnost
faktorja koagulacije (uporabi pravo metodo, testni sistem),
mora vedeti, katero zdravilo bolnik jemlje in poznati last-
nosti uporabljenega zdravila. Predpogoj za dostop do teh
informacij je dobro sodelovanje tako z zdravniki kot s
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proizvajalci zdravil. Zastopniki farmacevtskih druzb nas
pred sprostitvijo zdravila na slovenskem trziscu seznani-
jo z lastnostmi posameznega zdravila in laboratorijski-
mi testi, ki so primerni ali pa neprimerni za dolocitve ak-
tivnosti faktorjev VIII in IX. Laboratorijski delavci se na
osnovi teh podatkov odloc¢imo, ali lahko uporabljamo ze
vpeljane metode, ali pa je pred zac¢etkom uporabe zdravi-
la treba vzpostaviti novo metodo za spremljanje zdravlje-
nja. Ko bolnika zacnejo z dolo¢enim pripravkom zdraviti,
je kljucna informacija, da lahko izberemo pravo metodo,
podatek o zdravilu, ki ga pacient jemlje, saj le tako lahko
podajamo pravilne rezultate aktivnosti faktorjev koagula-
cije. V Specializiranem hematoloskem laboratoriju smo si
pripravili interne sezname bolnikov, ki jemljejo zdravila
za zdravljenje hemofilije A ali B, ki motijo obi¢ajno eno-
stopenjsko metodo za dolocitev aktivnosti faktorjev VIII
in IX. Pri teh so potrebne redkeje uporabljane metode, kot
so kromogene ali za posamezno zdravilo prilagojene me-
tode. Z zdravniki hematologi smo dogovorjeni, da na na-
potnici vedno navedejo ime preparata, ki ga bolnik jemlje.
Pred kratkim smo v informacijskem sistemu uvedli kontro-
Ini korak, ki v bolnisni¢nem informacijskem sistemu pre-
preci oddajo narocila laboratorijskih preiskav za dolocitev
aktivnosti FVIIT ali FIX, ¢e ni vpisana bolnikova terapi-
ja. S tem zagotavljamo, da ob sprejemu vzorca poznamo
vrsto zdravil, ki jih bolnik jemlje. V primeru nejasnosti
$e vedno lahko poklicemo naroc¢nika. Nekatera zdravila
za hemofilijo motijo druge preiskave hemostaze. Tak pri-
mer je zdravilo emicizumab (Hemlibra, Roche), ki vpli-
va na dolocitev aktiviranega parcialnega tromboplastin-
skega ¢asa (APTC) in vse preiskave, ki temeljijo na APTC:
(doloc¢itev aktivnosti FIX, FXI, FXII, lupusni antikoagu-
lanti, neodzivnost na aktivirani protein C (APCR), dolo-
¢itev inhibitorjev na FVIIL, FIX, FXI in FXII po meto-
di Bethesda), zato rezultatov teh preiskav ne podajamo
oz. jth podajamo s komentarjem, da bolnik jemlje zdra-
vilo emicizumab, ki vpliva na rezultate preiskave. Emici-
zumab ne moti preiskav na osnovi protrombinskega casa
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(PC), kromogenih metod za doloditev aktivnosti FVIII z
govejimi proteini, imunskih metod (ELISA, D-dimer) in
genetskih preiskav za dolocitev mutacij v genih, ki kodi-
rajo faktorje koagulacije (5).

Nova zdravila za zdravljenje motenj v strjevanju krvi moc-
no vplivajo na rezultate testov hemostaze, Se zlasti dolo-
citev aktivnosti faktorjev koagulacije. Te vplive mora me-
dicinski laboratorij poznati in se jih zavedati. Pomembno
je sodelovanje z zdravniki in farmacevtskimi predstavni-

ki, ki laboratorijsko osebje $e pred sprostitvijo zdravila na
slovensko trzisce seznanijo z lastnostmi novega priprav-
ka. Zdravniki morajo ob narocilu preiskav za dolocitev
aktivnosti faktorjev VIII in IX obvezno navesti podatek
o zdravilih, ki jih bolnik jemlje. Laboratorijski delavci pa
smo seznanjeni s posebnostmi posameznega zdravila in ob
dolocitvi aktivnosti faktorjev koagulacije izberemo prave
metode. Prav tako smo odzivni pri uvajanju novih metod
za doloc¢itev aktivnosti faktorjev koagulacije, ¢e uvajanje
novih terapij to zahteva.

Tabela 1: Seznam zdravil za zdravlienje hemofilije Ain B, ki se uporabljajo v Sloveniji in priporocene metode za dolocitev aktivnosti faktorjev VIIl in

IX. Prirejeno po viru 4.

Manijkajo¢i faktor Zdravilo Priporoéena metoda za doloéitev aktivnosti faktorja VIII ali IX
FVIII Advate Enostopeniska

FVIII Adynovate Enostopeniska

FVIII Elocta Enostopenjska ali kromogena

FVIII Esperoct Kromogena ali ustrezna enostopeniska

FVII Jivi Kromogena

FVIII Kovaltry Enostopenjska ali kromogena

FVIII Novoeigt Enostopenjska ali kromogena

FVIII Nuwig Enostopeniska

FVIII Octanate Enostopenska

FVIII Refacto Prilagojena enostopenjska ali kromogena s humani proteini

FVIII Obizur Enostopeniska

FVIII Hemlibra, Emicizumab Kromogena s humanimi proteini in kromogena z govejimi proteini
FIX Alprolix Enostopeniska

FIX Benefix Enostopeniska

FIX Refixa Prilagojena enostopeniska
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Zakaj hocemo svoje CAR-T?

Matjaz Sever

Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Interna klinika, Kliniéni oddelek za hematologijo

CAR-T celi¢no zdravljenje spada med najnaprednejse te-
rapije, ki jih izvajamo v medicini. Priceli so jih razvijati
konec osemdesetih let prej$njega stoletja, klini¢no pa jih
uporabljamo v zadnjth desetih letih. Od 2020 komercial-
no CAR-T celi¢no zdravljenje s tisagenlecleucelom upo-
rabljamo tudi v Sloveniji. Indikaciji sta akutna limfaticna
levkemija pri otrocih in mlajsih odraslih ter difuzni veli-
koceli¢ni B-limfom pri odraslih. Vsi bolniki morajo imeti
predhodna zdravljenja oz. opravljeno PKMC. V Evrop-
ski uniji so registrirani Se drugi CAR-T za ne-Hodgkinove
limfome in tudi en CAR-T za diseminirani plazmocitom.
Trenutna cena zdravljenja s tisagenlecleucelom znasa ok-
rog 240.000 EUR, zato smo se v Sloveniji odlocili, da se
pridruzimo drugim centrom po svetu z razvojem lastnih
CAR-T na trenutno najbolj razsirjeni platformi za njiho-
vo izdelavo, Miltenyi Prodigy.

Himerni antigenski receptorji so receptorski proteini, ki
omogocijo limfocitom T sposobnost, da se usmerijo na
specificen protein in se tako povezejo s specificnim anti-
genom na povrsini rakave celice. Receptorji so himerni,
saj vkljucujejo tako domeno za vezavo antigena kot funk-
cijo za aktivacijo T-celic v enem receptorju. Namen izdela-
ve CAR-T je spremeniti T-celice na nacin, da prepoznajo
rakave celice in jih z neposrednim toksicnim delovanjem
ucinkovito unicijo (1).

Danes v vsakdanji klini¢ni praksi uporabljamo tisagenlecle-
ucel. Bolniki z DVCBL, ki so primarno rezistentni in niso
sposobni nadaljevati zdravljenja z visokimi odmerki kemo-
terapevtikov in avtologno PKMC, imajo mediano prezi-
vetje 4,4 meseca ter enoletno prezivetje 23 %. Zdravljenje s
tisagenlecleucelom omogoc¢a mediano prezivetje 12 mese-
cev z enoletnim prezivetjem 49 %. Pri bolnikih, ki so ime-
1i popoln odziv po zdravljenju s tisagenlecleucelom (40 %),
mediano prezivetje ni bilo dosezeno, enoletno prezivetje
pa je znasalo 90 %. Pri otrocih in mlajsih odraslih z vec
predhodnimi zdravljenji je celokupni odziv na zdravljenje
znasal 81 %, po 12 mesecih pa sta znasala ¢as do napredo-
vanja bolezni 50 % in celokupno prezivetje 76 %. Pri bol-
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nikih sta sledila specificna zapleta sindrom citokinskega
sprosc¢anja in nevrotoksicnost. Oba lahko uspesno zazna-
vamo in zdravimo, pri ¢emer sta klju¢na tocilizumab in
deksametazon (2, 3). Druge CAR-T, ki za sedaj $e niso re-
gistrirani v Sloveniji, uporabljamo pri zdravljenju nekaterih
oblik ne-Hodginovih limfomov in diseminiranenga plaz-
mocitoma. Raziskave pa potekajo tudi na drugih hema-
toloskih tumorjih kot tudi pri $tevilnih solidnih tumorjih.

Komercialni CAR-T so dostopni bolnikom znotraj registri-
rane indikacije, ¢e so dostopni v razli¢nih zdravstvenih sis-
temih, in c¢e jih ti financirajo. Da bi zaobsli omenjene pro-
bleme, Stevilne ustanove v svetu razvijajo lastna CAR-T
celicna zdravljenja. V Sloveniji smo k razvoju pristopili v
obliki konzorcija, v katerem sodelujejo tri ustanove: Zavod

za transfuzijsko medicino, Institut za mikrobiologijo in imu-
nologijo in KO za hematologijo, UKC Ljubljana. Na vsch

treh lokacijah potekajo izgradnja in pridobivanje dovoljenj

za pricetek izdelave CAR-T. Na Ministrstvo za zdravje je

bila oddana vloga za nov zdravstveni program, ki bo zago-
tavljal sredstva za vzpostavitev zdravljenja (4). Na ministr-
stvo za okolje in prostor — Agencijo Republike Slovenije za

okolje je treba prijaviti zaprti sistem za delo in sprosc¢anje

genetsko spremenjenih organizmov (5). Na Javni agenciji za

zdravila in medicinske pripomocke bomo prijavili ustrezno

klini¢no raziskavo, za katero imamo dve moznosti: nerutin-
sko pripravljena zdravila za napredno zdravljenje ali klinic-
no preizkusanje zdravil. Obe poti imata dolocene prednos-
ti in slabosti, ki vplivajo na zahtevnost izvajanja raziskave,
hitrost implementacije, trajanje postopkov, povezane stro-
ske in vloge raziskovalcev (6, 7). Za 1zvajanje vsega je treba
podpisati ustrezne pogodbe med slovenskimi partnerji ter
tujima partnerjema, ki zagotavljata virusni vektor kot kljuc-
ni element priprave celicnega zdravljenja. Pomemben vi-
dik vseh prizadevanj je tudi pridobivanje kadrov z nujnimi

predznanji (celicna biologija, genetika, preto¢na citometri-
ja, imunologija, medicina, ...) ter njthovo nadaljnje izobra-
zevanje. Zastavljena izvedba celicnega zdravljenja CAR-T
je brez podobnega predhodnega projekta v Sloveniji in zah-
teva ustvarjanje novih profilov strokovnjakov.
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Opisano je nujen obseg dela, ki je potreben za vzposta-
vitev izdelave lastnth CAR-T celi¢nih terapij. Z uvedbo
omenjene tehnologije se bo nacin zdravljenja razsiril se

na zdravljenje drugih hematoloskih in nazadnje solidnih
novotvorb, kar bo omogocilo izbolj$anje obravnave vseh
bolnikov z malignimi boleznimi.
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Prirojene motnje v strjevanju krvi z
nagnjenostjo h krvavitvam — nove
moznosti zdravljenja, novi 1zzivi

Irena Preloznik Zupan

Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Interna klinika, Kliniéni oddelek za hematologijo

Opredeljevanje bolnikov z domnevno motnjo v strjevanju
krvi je eden zahtevnejsih postopkov v splosni hematolo-
giji. Stevilni anamnesti¢ni podatki so subjektivne narave,
druzinska anamneza je lahko nejasna, obseg diagnostic-
nega testiranja pa je pogosto zelo individualiziran. Mno-
gi posamezniki z dednimi motnjami krvavitve porocajo
o minimalni krvavitvi. Nasprotno pa mnogi posamezniki
z normalno hemostazo porocajo o pretirani krvavitvi (1).
Standardni postopek ocene motnje v hemostazi sestavlja-
jo: natancen pogovor z bolnikom (anamneza), usmerjen v
krvavitve in/ali tromboze; klini¢ni pregled manifestacij kr-
vavitve pri bolniku; odlocitev o vrsti laboratorijskih prei-
skav; usmerjeno ukrepanje.

S klinicno pomembno krvavitvijo so povezane razlicne pri-
rojene motnje. Pogostejse motnje hemostaze so von Wil-
lebrandova bolezen (VWD), hemofilija A in B (HA, HB),
pomanjkanje faktorja XI in motnje fibrinogena. Redkej-
$e motnje vkljucujejo pomanjkljivosti faktorjev XIII, XI,
X, VII, Vin II (protrombin), pa tudi nekatere redke kom-
binirane pomanjkljivosti faktorjev (1). V redni klini¢ni
praksi najpogosteje srecujemo bolnike s vVWB ter hemo-
filijo A in B. Zdravljenje prirojene hemofilije je v zadnjih
letih izrazito napredovalo in ga v kratkem predstavljamo
v tem prispevku.

HEMOFILIJA IN KLINICNE POSLEDICE

Hemofilija je dedna bolezen. Prenasa se vezano na spolni
kromosom X. Zbolijo moski, zenske so prenasalke bolez-
ni. V priblizno tretjini primerov nastane mutacija na kro-
mosomu X na novo, prvi¢ v druzini. V redkih primerih
imajo lahko tezave s krvavitvami tudi deklice — prenasal-
ke hemofilijje, kadar imajo zmanjsano aktivnost faktorja
strjevanja krvi. Poznamo hemofilijo A, ko v krvi primanj-
kuje koagulacijski faktor VIII (F VIII) in hemofilijo B, ko
primanjkuje faktor IX. Loc¢imo tri stopnje bolezni: tezko
obliko, z aktivnostjo faktorja strjevanja krvi pod 1 %, sre-
dnje tezko, 1-5 % ter lahko obliko z aktivnostjo nad 5 %
(2). Za tezko obliko hemofilije so znacilne ponavljajoce kr-
vavitve v velike sklepe in misice, ki nastanejo ze ob fizio-
loskih obremenitvah, t. 1. spontane krvavitve. Z rednim
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vbrizgavanjem manjkajocega FVIII/FIX v veno, obicaj-
no trikrat tedensko ali pa vsak drugi dan (t. 1. preventivno
zdravljenje), preprecujemo spontane krvavitve v sklepe in
misice ter mikrokrvavitve, ki lahko vodijo v trajno okvaro
sklepov in invalidnost, ki je eden izmed najpomembnejsih
zapletov hemofilije (2). Mnogokrat je tezko zagotoviti ven-
ski pristop, zbrati pogum in voljo za redno aplikacijo. Ob
tem se pri okoli 20-30 % bolnikov s hemofilijo A v prvih
150 aplikacijah faktorja pojavijo tudi inhibitorna alo-pro-
titelesa, ki predstavljajo resen, zivljenje ogrozajoc zaplet.
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NOVE OBLIKE ZDRAVLJENJA HEMOFILIJE

Z novimi oblikami zdravljenja hemofilije si na ve¢ razlic-
nih nacinov prizadevamo izboljsati trenutni standardni
nacin zdravljenja z rednim nadomesc¢anjem manjkajocega
koagulacijskega faktorja: s podaljsanim razpolovnim ca-
som delovanja rekombinantnih faktorjev strjevanja krvi,
z genskim zdravljenjem hemofilije, ki v praksi $e ni na vo-
ljo, v klini¢nih Studijah pa ze dosega zelo dobre rezultate
in z alternativnimi, novimi oblikami zdravljenja, ki upo-
rabljajo povsem nove pristope v poteh hemostaze (3—5).

Rekombinantni faktorii strjevanja krvi
s podalj$anim razpolovnim éasom

Razpolovni ¢as FVIII v plazmi je 10 do 12 ur, FIX pa 16
do 18 ur. Faktorji s podaljsanim razpolovnim ¢asom lah-
ko zmanjsajo pogostost injiciranja in/ali povecajo najniz-
jo raven pred naslednjo aplikacijo. Uporabljajo se razlicne
tehnike za upocasnitev razgradnje faktorja iz plazme, kot
so fuzijske tehnike ali pegilacija (kovalentno vezanje poli-
ctilen glikola — PEG na doloc¢enih tockah molekule FVI-
IT). Razpolovni ¢as FVIII je omejen z vezavo na von Wil-
lebrandov faktor (VWF) z razpolovnim ¢asom okoli 18 ur.
Da zmanjsamo pogostost odmerjanja s trikrat na dvakrat
tedensko, pri cemer se ohrani raven faktorja strjevanja,
mora biti razpolovni ¢as vsaj 1,3-krat vecji od obicajne-
ga FVIII (3). Podaljsana razpolovna doba FIX je 2,4- do
4,8-krat daljsa od obi¢ajne, kar omogoca uc¢inkovito pre-
ventivno zdravljenje z aplikacijami faktorja na en do dva
tedna. Varnostni profil teh zdravil je opisan kot primerljiv
s standardnim zdravilom FIX (6). Pegilirana zdravila so
dovoljena samo za bolnike, starejse od 12 let (7).

Gensko zdravljenje hemofilije

Hemofiljja je na nek nacin idealna bolezen za gensko
zdravljenje. Obicajno gre za mutacijo enega gena in ze
minimalen porast aktivnosti manjkajocega faktorja strje-
vanja (npr. = 5 %) pomembno izboljsa klini¢no sliko bolni-
ka, pri cemer iz tezke oblike bolezni naredimo lahko. To
bi dosegli Ze po enkratni infuziji rekombinantnega, ade-
novirusnega vektorja (AAV), ki vsebuje gen za manjkajo-
¢1 koagulacyski faktor. AAV se trenutno uporabljajo kot
virusni prenasalci pri in vivo genskem zdravljenju, kazejo
mocan jetrni tropizem, virusni genetski material pa se ne
integrira v genom gostiteljske celice (8, 9).

Alternativne, nove oblike zdravljenja
hemofilije

Novi pristopi k zdravljenju hemofilije ne uporabljajo ve¢
nadomescanja manjkajocih faktorjev strjevanja, temvec se
nova zdravila vkljucujejo v koagulacijsko kaskado na dru-
gih mestih oziroma preprecujejo delovanje naravnih zavi-
ralcev koagulacijske kaskade (3, 4).

Prvo taksno zdravilo, ki ga ze imamo na slovenskem tr-
Z1$Cu, je emicizumab. Gre za rekombinantno, humani-
zirano, bispecificno monoklonalno protitelo, ki v poti str-
jevanja krvi poveze aktivirani faktor IX in X, ter tako
nadomesti funkcijo manjkajocega aktiviranega faktorja
VIII, ki je nujno potreben za ucinkovito hemostazo. Emi-
cizumab nima strukturne sorodnosti s faktorjem VIII in
tako nanj ne delujejo inhibitorna protitelesa proti I VIII,
prav tako tudi ne povzroci njihovega razvoja. Lahko se to-
rej ucinkovito daje hemofilikom z inhibitornimi protitelesi
kot hemofilikom brez njih. Emicizumab je prvo zdravilo
za hemofiljjo A, ki ga ni treba dajati v obliki intravenske
infuzije, ampak ga apliciramo v obliki podkozne injekci-
je. Zdravilo vnasa v vsakodnevno klini¢no prakso tudi po-
membno novost zaradi vpliva na osnovne teste strjevanja
krvi. Povzroci lazno skrajsanje aktiviranega parcialnega
tromboplastinskega ¢asa (aPTC). Za nadzor aktivnosti
FVIII kot merjenje titra inhibitornih protiteles so potreb-
ni kromogeni testi in uporaba govejih koagulacijskih be-
jakovin, na katere emicizumab nima vpliva.

Druga nova zdravila zavirajo inhibitorje koagulacijske ka-
skade. Z zaviranjem negativnih regulatorjev koagulacije se
poveca koli¢ina trombina in s tem zaustavi ali prepreci kr-
vavitve. Ti pristopi vkljucujejo majhno moteco RNA (siR-
NA), ki pred translacijo razgradi mRNA, ki kodira ATI-
II. Druga zdravila zavirajo poti tkivnega faktorja (TFPI)
z nevtralizirajocimi protitelesi, tretje usmerja aktiviran
protein C. Predklini¢ni podatki kazejo, da bodo ti pristo-
pi uporabni za zdravljenje bolnikov s hemofilijo A ali B, z
inhibitorji ali brez njih, in morda tudi bolnikov z drugimi
redkimi motnjami krvavitve. Tudi ta zdravila bodo dana
pod kozo v tedenskih intervalih ali redkeje.
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IZBIRA PROFILAKTICNEGA ZDRAVLJENJA

Izbira profilakticnega zdravljenja je kompleksna tudi za
hematologe, zato je treba odlocitve sprejemati ob posveto-
vanju s strokovnjakom za hemofilijo. Vsi razpolozljivi pro-
filakti¢ni izdelki (Tabela 1) lahko povzrocijo zadovoljivo
hemostazo. Vendar pa imajo razli¢ne odzive bolnikov, raz-
licne varnostne profile (tveganja razvoja zaviralcev, obre-
menitve in stroski) in razlicne znacilnosti zdravila (razpo-
lovna doba zdravila, u¢inki na spremljanje).

Individualno se odlo¢amo med nadomescanjem faktorjev
in emicizumabom. Vrsto faktorja strjevanja izbiramo na
podlagi bolnikovih okolis¢in in potreb, po odprti razpra-
vi z bolnikom o specificnih podatkih za posamezni izde-
lek ter ciljih in preferencah samega bolnika.

Ko ugotovimo, kateri izdelek je najbolj primeren za paci-
enta, se po najboljsih moceh trudimo pridobiti ta izdelek,
kar lahko vkljucuje posredovanje podatkov in utemeljitve
tretji osebi, placniku.

Tabela 1: Faktorji strievanja krvi in nefaktorsko zdravljenje hemofilije Ain B v Sloveniji. SHL - standardni razpolovni ¢as, EHL - podalj$an razpolovni

Cas.

HEMOFILIJA A

HEMOFILIJA B

Rekombinantni FVIII, SHL
KOVALTRY, REFACTO AF, NOVOEIGHT, NUWIQ

Rekombinantni FIX, SHL
BENEFIX

Rekombinantni FVIII, EHL
JIVI, ELOCTA, ESPEROCT, ADYNOVI

Rekombinantni FIX, EHL
REFIXIA, ALPROLIX

Nefaktorsko nadomestno zdravljenje
HEMLIBRA
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Pediatricna populacija — najbolj ranljiva
skupina svetovnega prebivalstva

Danijela Furlan

Splosna bolnidnica Novo mesto, Oddelek za laboratorijsko diagnostiko

RAZVOJNA OBDOBJA OD ROIJSTVA DO ODRASLOSTI

DOJENCKI: Prvo leto po rojstvu otroke imenujemo do-
jencki. V tem obdobju se kazejo mnoge dobro razvite last-
nosti, kot so obcutek za dotik, sluh, voh. Dobro znajo 1zra-
ziti svoje potrebe z jokom. To je obdobje hitre rasti, rastejo
celo hitreje kot v obdobju pubertete. V povprec¢ju so dvak-
rat vecji, kot so se rodili, in trikrat tezji kot ob rojstvu (1).

OTROSTVO: Maléek je otrok od enega do treh let. V tem
obdobju se otroct ucijo hoditi in dosezejo $e veliko dru-
gih mejnikov. Pri stirih letih jih vecina zna teci, plezati
po stopnicah in tvoriti preproste stavke. Pri petih prepo-
znavajo ¢rke, se ucijo voziti kolo in igrati druge igre. Pri
Sestih izgubijo mlecne zobe, govorijo tekoce, ucijo se bra-

i in pisati, razvijajo prijateljstva. V kasnejsih otroskih le-
tih (pozno otrostvo) se nadaljuje mentalni, custveni in so-
cialni razvoj (1).

PUBERTETA: Je obdobje spolnega odrascanja, pokaze-
jo se izrazitej$e razlike med spoloma (1).

ADOLESCENCA: Je obdobje med zacetkom pubertete in
odraslostjo. Je tudi ¢as velikih dusevnih, custvenih in so-
cialnih sprememb. Adolescenti razvijejo sposobnost raz-
misljati abstraktno; poskusajo biti manj odvisni od star-
Sev; prezivijo ve¢ Casa v druzbi vrstnikov; zacnejo razvijati
mtimne odnose (1).

RANLJIVOST PEDIATRICNE POPULACIJE

Zaradi neenakomernega napredka otroci se vedno trpijo
zaradi smrtnosti in obolevnosti, ki ju je mogoce prepreciti.
Izpostavljenost podnebnim spremembam predstavlja viso-
ko stopnjo tveganja za zdravje otrok po vsem svetu. WHO
ocenjuje, da je vec kot tretjina otroskih smrti posledica sko-
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dljive izpostavljenosti onesnazenemu zraku, neustreznim
sanitarnim razmeram, mrazu in vrocini, vlagi in plesni,
nesrecam v gospodinjstvu in okoljskim toksinom, kot so ne-
varna mesta v blizini smetis¢, zelezniskih prog ali cest (2).
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PATOFIZIOLOSKA DOGAJANJA V OTROSTVU IN DOBI

ODRASCANUJA (3)

Sindrom nenadne dojenckove smrti

SIDS (Sudden infants death syndrom) predstavlja 20 %
smrti novorojenckov v obdobju od enega meseca do ene-
ga leta. Najvec tovrstnih smrti se zgodi okoli petega me-
seca starosti, doma ponoc¢i med spanjem.

Motnja v rasti

Je stanje, ko otrok ne pridobiva zadovoljivo teze. Splosni
razlogi so lahko pomanjkanje hrane ali stevilne pomanj-
kljivosti prebavil.

Motnje prehranjenosti

V razvitih dezelah je najpogostejsa tovrstna motnja debe-
lost. V nerazvitih drzavah se pojavlja podhranjenost zara-
di pomanjkanja hrane in vitaminov, ki se kaze v stevilnih
boleznih (rahitis, skorbut, beriberi, lezije na kozi, ocesne
nepravilnosti, zaostanek v rasti, dermatitis).

Klasiéne infekcijske bolezni v otrostvu

Infekeijske bolezni so pri otrocih brezstevilne, vendar pa
so nekatere dobile sinonim “otroske bolezni”, npr. o$pice,
rdecke, mumps in $e nekatere virusne bolezni.

Respiratorne motnje

Navadni prehlad je najbolj pogosta respiratorna bolezen
pri otrocih, pogosto se pojavljajo tudi vnetje mandeljnov,
srednjega usesa in zrela, astma, alergijski rinitis (najpogo-
stejsa alergijska motnja v otrostvu).

Srénozilne motnje

Prirojena sréna napaka se pristeva med najpogostejse to-
vrstne motnje. Med pridobljenimi motnjami pa prednjaci
revmatska vrocica (beta-hemoliticno streptokokna infekei-
ja grla), ki se pojavi najveckrat v obdobju od petih do pet-
najstih let. Perikarditis in miokarditis (vnetje sr¢ne ovojni-
ce in misice) sta najpogosteje posledici revmatic¢ne vrocice.
Vecina motenj srénega utripa in ritma v otrostvu je beni-
gna, z izjemo paroksizmalne atrijske tahikardije, za kate-
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ro je znacilno, da bitje srca za trenutek obstane ali pa je
pospeseno (celo do 300 udarcev na minuto).

Krvne (hematoloske) bolezni

Najpogostejsa in najbolj obicajna anemija pri dojenckih in
otrocih je anemija zaradi pomanjkanja zeleza. Levkemija v
otroski populaciji se pojavlja v stirith primerih na 100.000
otrok, najvec v starostnem obdobju od dveh do stirih let.
Najpogostejsa je limfoblastna levkemija.

Motnje prebavil in jeter

Abdominalna bolec¢ina, eden najpogostejsih simptomov v
zgodnjem otro$tvu, obi¢ajno ni povezana z boleznijo, tem-
vec je lahko psthosomatske ali prebavne narave. Boleci-
no lahko povzrocijo vnetje slepi¢a, manjsi predmeti, ki jih
mali otroci vtaknejo v usta in pogoltnejo, intoleranca na
hrano, ki povzroci bruhanje in drisko.

Ledviéne motnje in motnje urinarnega
trakia

Okuzbe urinarnega trakta so pogostejse pri deklicah. E.
Coli je odgovorna za 80 % vseh primerov. Nefrotski sin-
drom je skupina simptomov, ki so posledica katerekoli led-
vicne bolezni, z znacilno velikim izlo¢anjem proteinov v
urinu. Nepravilnosti, ki so znacilne za renalno-tubular-
no funkcijo, so poznane kot Fanconijev sindrom (names-
to absorpcije prehajajo v urin glukoza, aminokisline, urat,
fosfor, bikarbonati).

Bolezni Zivénega sistema

Cerebralna paraliza se kaze v nezmoznosti gibanja in te-
lesni drzi. V vecini primerov gre za trajne poskodbe mo-
zganov in ozdravitev ni mozna. Mozganski tumorji so
drugo najpogostejse maligno obolenje, takoj za levkemi-
jo. Vsaj 5 % otrok ima vroci¢ne napade vsaj enkrat v ziv-
Jjenju in so povezani z visoko vroc¢ino. Epilepsija prizade-
ne okoli 0,5 % otrok. V prvih petih letih zivljena se pojavi
meningitis pri 8 % otrok. Vecina je virusnega izvora — vi-
rus mumpsa, ki ne povzroca trajnih okvar.
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KoZna obolenja

So obicajna v otrostvu (kozna znamenja, izpuscaji). Ekcem
se kaze v pordelosti koze in izpuscajih ter z izrazitim sr-
benjem. Glivicne okuzbe koze so tudi zelo pogoste. Ustne
gobice (male bele pike) prizadenejo dojencke in so posle-
dica delovanja glive candida albicans. Bradavice so naj-
bolj obi¢ajna virusna kozna okuzba v otrogki dobi. Stevil-
ni paraziti (usi, garje) lahko povzrocajo okuzenost koze.

Nesreée (nezgode)

V razvitih drzavah povzrocijo nesrece (predvsem prome-
tne) ve¢ smrti in pohabljenosti med otroki kot katerakoli
druga bolezen. Nesrece doma (opekline, padci) predsta-
vljajo cetrtino smrti ali trajnih poskodb. Nakljucne zastru-
pitve so zelo obic¢ajne predvsem med drugim in cetrtim le-
tom starosti (vse vtaknejo v ustal). Zastrupitev s svincem
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postaja c¢edalje bolj pogosta $irom sveta.

Zloraba in zanemarjanje otrok

Spekter zlorab je sirok. Od fizi¢nih (zlomi, modrice), do cu-
stvenih in spolnih zlorab, namernih zastrupitev, namislje-
nih “bolezenskih” prizadetosti, da so bolni (Munchausen
sindrom) in M. sindrom po namestniku — starsi namerno
povzrocijo bolezen (zastrupitev z veliko koli¢ino soli; ma-
terina kri v urinskem vzorcu otroka).

Psiholoske motnje

Glavobol, bolec¢ine v nogah in v zelodcu so simptomi, ki
so znacilni za stres pri otrocih. Pogosta motnja je hiperak-
tivnost, ko se otroci tezko osredotocijo samo na eno ak-
tivnost za daljsi cas, so nenehno v gibanju in potrebujejo
zelo malo spanca.

SKRB ZA ZDRAVJE PEDIATRICNE POPULACIJE

Presejalno testiranje novorojenckov

ZDA
Za vse novorojencke izvajajo genetsko in presnovno prese-
janje ter presejanje bilirubina in vrojenih sr¢nih bolezni (4).

EVROPA

V Veliki Britaniji so leta 1960 prvi priceli z neonatalnim
presejanjem na fenilketonurijo z vpeljavo vzorcenja krvnih
madezev. Razvoj laboratorijskih tehnik (tandemska masna
spektrometrija, molekularne tehnike) sedaj omogoca ana-
lizo 40—50 vrojenih motenj iz enega krvnega madeza (5).

V Italiji je neonatalno presejanje zakonsko obvezno. Tre-
nutno izvajajo 35 presejalnih testov, v Avstriji 26, na Hr-
vaskem 8. Vecina laboratorijev uporablja imunokemicne
metode in tandemsko masno spektrometrijo (5).

SLOVENIJA
Presejalno testiranje novorojenckov za vrojene bolezni za-
jema (6):

* kongenitalno hipotireozo,

¢ fenilketonurijo (PKU),

e bolezen javorjevega sirupa (MSUD),

* izovaleri¢no acidemijo (IVA),
e glutaricno acidemijo tip I (GAI),
e glutaricno acidemijo tip IT (GAII),

e pomanjkanje zelo dolgoverizne acil-CoA
dehidrogenaze (VLCAD),

e pomanjkanje dolgoverizne 30H-CoA dehidrogenaze
(LCHAD),

e pomanjkanje srednjeverizne acil-CoA dehidrogenaze

(MCAD,),
e propionsko acidemijo (PA),
* metilmalonsko acidemijo (MMA),
e pomanjkanje karnitin palmitoiltransferaze I (CPTT),

* pomanjkanje karnitin palmitoiltransferaze II

(CPTI),
* motnjo vnosa oziroma transporta karnitina (CUD),
e pomanjkanje holokarboksilazne sintaze (MCD),
e pomanjkanje B-ketotiolaze (BKT),
e pomanjkanje 3-metilkrotonil-CoA karboksilaze (3-
MCC) in
* tirozinemijo tip 1 (TYRI).
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Presejalno testiranje otrok v razliénih
starostnih obdobijih

ZDA

* Presejanje sluha (redni in periodi¢ni pregledi za vse
otroke od 4 do 21 let).

e Presejanje vida — otroct, pri starosti 3, 6, 8, 10, 12 in
15 let).

e Presejanje razvoja in vedenja — razvojni pregled pri
starosti 9, 18 in 30 mesecev ter pregled ob motnjah
avtisticnega spektra pri starosti 18 in 24 mesecev.

e Presejanje na pomanjkanje Zeleza — pri starosti 4 in
12 mesecev.

e Presejanje na zastrupitev s svincem — pri otrocih,
starih od 1 do 5 let. (4)

SLOVENIJA
Pravilnik za izvajanje preventivnega zdravstvenega varstva
na primarni ravni (6) doloca:
1. zdravstveno varstvo dojenckov in otrok do dopolnje-
nega 6. leta starosti:

BOLEZEN SODOBNEGA CASA -

SVET

Stevilo debelih otrok in mladostnikov se je z 11 milijonov
leta 1975 povecalo na 124 milijonov v letu 2016, nadalj-
njih 216 milijonov otrok pa je imelo prekomerno telesno
tezo (340 milijonov oziroma 4,6 % od 7,4 milijarde svetov-
ne populacije) (2).

SLOVENIJA

Slovenija ima vpeljan nacionalni sistem spremljanja in
nadzora, tako imenovani SLOfit Ze od leta 1987, ki zbi-
ra podatke o indeksu telesne mase otrok, kozni gubi in re-
zultate osmih motori¢nih testov. Sistem pokriva priblizno
90 % populacije, stare med 6 in 19 let z velikostjo vzorca
med 180.000 in 190.000 letno (7). Podatki SLOfit iz leta
2014 kazejo, da je bilo debelih ali pa s prekomerno telesno
tezo 26,4 % deckov (48.880 ) in 22,2 % deklic (41.070 ) (7).

Prekomerna telesna teza oziroma debelost je v otroski
in mladostniski dobi lahko dejavnik tveganja za bolez-
ni, kot so (7):

e kardio-metaboli¢ni in kardiovaskularni zapleti
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* sistematicni preventivni pregledi v starosti 1, 3, 6,
9, 12 in 18 mesecev ter 3 let in 5 let,

e namenski pregledi (pred vstopom v vrtec, pred
odhodom na organizirano zdravstveno letovanje,
ob pojavu epidemij nalezljivih bolezni).

2. zdravstveno varstvo $olskih otrok in mladine do do-
polnjenega 19. leta starosti:

* sistematicni preventivni pregledi pred vstopom v
osnovno Solo; v 2., 4., 6. in 8. razredu osnovne Sole,

* sistematicni pregledi dijakov v 1. in 3. letniku
srednje Sole,

* sistematicni pregledi izven rednega Solanja v 18.
letu starosti.

Dodatna obravnava razvojno in vedenjsko motenih otrok.

OTROSKA DEBELOST

(obstaja povezava),

e sladkorna bolezen tipa I (obstaja povezava),

* sladkorna bolezen tipa II (so trdni dokazi),

* astma (obstaja povezava),

* ortopedske in misicno-skeletne tezave (obstaja
povezava),

* motnje spanja in tezave s spanjem (obstaja povezava
— apneja),

e depresija in slabo razpolozenje (obstaja povezava).

Debelost v otrostvu je povezana tudi z boleznimi v odra-
sli dobi, 1n sicer (7):
* sladkorna bolezen tipa II (mocna povezava),
* koronarna sr¢na bolezen in ishemicna bolezen srca
(mocna povezava),
celokupni holesterol, LDL in HDL holesterol in
trigliceridi (trdni dokazi za zvisane TG),

* inzulinska rezistenca (obstaja povezava),



e karotidna ateroskleroza arterij (obstaja povezava),

e povisan krvni tlak (trdni dokazi),

* nealkoholna zamascenost jeter (NAFLD) (obstaja
tveganje),

* misicno-skeletne tezave (dokazana povezava za
bolec¢ine v kolenu in artritis).

Zaradi obvladovanja situacije so odgovorne ustanove na-
pisale Strateski programski okvir ukrepov za zmanjseva-
nje otroske debelosti. Na NIJZ zagovarjajo implementacijo
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sistemskih ukrepov, opisanih v Resoluciji o Nacionalnem
programu prehrane in telesne dejavnosti 201525, ki ot-
rokom omogocajo zivljenje v okoljih, v katerith bodo lahko
razvijali zdrave prehranske in gibalne navade (7).

Ministrstvo za zdravje pa je v dialogu z vsemi delezniki v
Sloveniji, tudi s predstavniki zivilsko predelovalne indu-
strije in oglasevalcev, pripravilo Prehranske smernice za
oblikovanje pravil ravnanja za zascito otrok pred nepri-
mernimi komercialnimi sporocili (MZ, 2016) (7).

SRCNOZILNE BOLEZNI PRI OTROCIH

V posameznih primerih se zdravniki tezko odlocijo, ali je
dihalna stiska posledica srénega popuscanja ali pljucne
bolezni. Pri odraslih pogosto uporabljajo dolocitev BNP,
ki jim pomaga razlikovati med tema dvema stanjema (8).
Avtorji preglednega clanka (8) navajajo, da se je doloca-
nje BNP/NT-proBNP v klini¢nih primerih domnevnega
srénega popuscanje izkazalo za dragoceno tudi pri otro-
cih. Te vrednosti pa niso primerljive z vrednostmi za od-
raslo populacijo (9). Laboratorijski rezultati so dobili ve-
ljavo Sele letos, ko so bile v obsezni studiji (9), izvedeni na
zdravi populaciji kanadskih otrok, dolocene referencne in
mejne vrednosti (cut-off) za N'T-proBNP in visoko obcu-
thjivi troponin T (Tn'T-hs) (9). V studijo je bilo vklju¢enih
484 zdravih otrok in adolescentov med 0 in < 19 let. Vzor-
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ci so bili razdeljeni v tri starostne skupine za hs-TnT: od 0
do <6 mesecev; od 6 mesecev do < 1 leta; od 1 leta do <19
let; najvigje vrednosti je imela prva starostna skupina. Za
NT-proBNP sta bili samo dve starostni skupini: od 0 do
<lletain od I leta do < 19 let, prav tako z najvisjimi kon-
centracijami pri dojenckih do enega leta (9).

Izsledki te $tudije sedaj pomagajo pediatrom pravilno
“ovrednotiti” kardiovaskularne bolezni (akutni miokar-
ditis in dilatativno kardiomiopatijo) pri otrocih in ado-
lescentih. To so potrdili tudi nasi laboratorijski rezultati
na izbranih klini¢nih primerih, ki so bili obravnavani na
Pediatricnem oddelku SBNM v letosnjem letu.
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IgE alergije in prikaz klini¢nih primerov

alergij pri otrocih
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UuvobD

Poznamo stiri tipe preobcutljivostnih reakeij. Preobcutlji-
vost tipa 1 je takojsnja oziroma s protitelesi IgE posredo-
vana reakcija, ki jo imenujemo alergija (1). Je kroni¢no
klini¢no stanje, ki vkljucuje nenormalen imunski odgovor
na obicajno neskodljive antigene (alergene) (2).

Ob prvem stiku z alergenom se razvijejo protitelesa IgE,
ki se vezejo na visokoafinitetne receptorje na mastocitih
in bazofilcih. Ob ponovnem stiku z istim alergenom pride
do navzkrizne povezave vezanih IgE, kar povzroci degra-
nulacijo celic in sproscanje mediatorjev, ki so odgovorni
za nastanek klini¢nih simptomov (2, 3). Alergije zajemajo
sirok spekter pojavnih oblik in prizadenejo kozni, dihalni
in prebavni sistem (1).

PREVALENCA

Alergijske bolezni so med najbolj prevalentnimi na svetu
(4). Prizadenejo priblizno 30 % svetovne populacije (5). V
zahodnih drzavah alergije na hrano prizadenejo pribliz-
no 8 % otrok (6) in 2-3 % odraslih (4). Prevalenca prehran-
skih alergij narasca tudi v drugih delih sveta (Afrika, Azi-
ja), hitreje v urbanih kot v ruralnih obmocjih (2).

TOLERANCA NA HRANO

V ozkem Crevesju dendriticne celice predstavljajo antigene
hrane in spodbujajo diferenciacijo naivnih T-celic v regu-
latorne T-celice (Treg). Antigene hrane predstavljajo tudi
limfocitom B v mezenteri¢nih bezgavkah, ki za¢nejo pro-
1zvajati sluzni¢na protitelesa IgA. S tem se vzdrzuje speci-
ficna imunska toleranca. Spros¢anje provnetnih citokinov
1z ¢revesnih epitelnih ali koznih celic sprozi prekinitev to-
lerance. Pod vplivom teh citokinov antigen predstavitve-
ne celice sprozijo diferenciacijo naivnih limfocitov v Th2
namesto v Treg. Th2 izlocajo IL-4, ki v limfocitih B spro-
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zi preklop v izdelavo protiteles IgE ter pomnozitev masto-
citov in bazofilcev (7).

Obstaja vec hipotez, s katerimi skusajo razloziti porast Ste-
vila prehranskih alergij. Najmocnejsi dejavnik tveganja za
razvoj alergije na hrano naj bi bil kozni ekcem v obdobju
dojencka (6). Higienska hipoteza podpira zascitni ucinek
zgodnjega stika z mikrobi (2). Razvoj tolerance na hrano
naj bi spodbujala tudi zadosten nivo vitamina D ter ra-
znovrsten ¢revesni in kozni mikrobiom (8).

DIAGNOSTIKA ALERGLJ

Prva koraka pri postavitvi diagnoze sta natancna anam-
neza in klini¢ni pregled (1). Na alergijo se klini¢no posu-
mi, Ce se preobcutljivostna reakcija pojavi v 30 do 120 mi-
nutah po izpostavitvi alergenu. Senzibilizacijo na alergen
potrdimo s prisotnostjo specificnih IgE protiteles (SPE) in
vivo ali in vitro. Za obvladovanje alergije je klju¢na iden-
tifikacija povzrociteljskega alergena. Izbira alergenov za
testiranje temelji na anamnezi. Otroci, mlajsi od dveh let,
so senzibilizirani na manjse Stevilo alergenov v primerja-
vi s starej$imi otroci in odraslimi. Najpogostejsi prehran-
ski alergeni pri dojenckih in majhnih otrocih so kravje
mleko, koko$ja jajca, arasidi, orescki, soja, psenica. Malc-
ki so lahko senzibilizirani tudi na prsico, plesni, zivali, s
katerimi so pogosto v stiku in le redko na cvetni prah (9).

In vivo: kozni testi

Z vbodom alergena v kozo se pri predhodno senzibilizira-
nem posamezniku sprozi alergijska reakcija. Velikost me-
hurcka se interpretira glede na pozitivno (histamin) in ne-
gativno (fizioloska raztopina) kontrolo, ker je reaktivnost
koze posameznikov razlicna (1).
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In vitro

S seroloskimi testi zaznamo proste IgE v serumu in doka-
zemo tip preobcutljivostne reakcije (2, 9).

Celokupni IgE (TIE)

Od vseh razredov imunoglobulinov je koncentracija IgE
v serumu najnizja, vendar pa so protitelesa IgE stalno pri-
sotna v zdravih tkivih, vezana na visoko afinitetne recep-
torje na povrsini celic. Fizioloska funkcija endogenih IgE
je se nepojasnjena, imeli naj bi vlogo pri obrambi gostite-
lja pred skodljivi snovmi iz okolja in paraziti (10).

Serumske koncentracije TIE so starostno specificne. IgE
ne prehaja placente (11). V popkovnic¢ni krvi so vrednos-
t1 zelo nizke, nato pa narascajo do 15. leta, podobno kot
serumski IgA (9). Pri nobenem drugem razredu imunog-
lobulinov ni prisoten taksen porast normalnih vrednosti v
casu zivljenja (12). S staranjem koncentracija TTE upada (9).

Nivo celokupnih serumskih IgE je skupek vseh specific-
nih IgE molekul. Uporabnost TIE je pri diagnostiki aler-
gij omejena. Zvisane koncentracije so lahko prisotne tudi
pri okuzbi s paraziti, pri imunskih pomangkljivostih, okuzbi
z Ebstein Barr virusom, revmatoidnem artritisu, kadilcih,
onkoloskih boleznih (1, 13). Priblizno polovica bolnikov
z alergijo ima normalno koncentracijo TIE v serumu (11).

Specificni IgE

IgE protitelesa, ki nastanejo proti posameznim alergenom,
imenujemo specificna IgE protitelesa (SPE) (1). Prisotnost
SPE je dokaz, da je bolnik senzibiliziran na alergen. Po-
leg senzibilizacije pa morajo biti za postavitev diagnoze
prisotni tudi simptomi ob izpostavitvi alergenu, zato mo-
rajo biti rezultati testiranja vedno interpretirani skupaj s
klini¢no sliko (13).

Identificirane so stevilne molekule posameznih alergenih
proteinov (npr. alergen breze Bet v (Betula verrucosa) vsebuje
8 molekul) (14). Vzpostavljena je sistematicna nomenklatu-
rain podatkovna baza znanih alergenih proteinov (http://
www.allergen.org) (2, 15).

Diagnosti¢ni reagenti so lahko ekstrakti alergenov iz na-
ravnih virov ali pa posamezne alergene molekule, prido-
bljene z biokemijsko izolacijo iz naravnih virov. Z upora-
bo metod molekularne diagnostike (Component Resolved
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Diagnosis) je mogoca tudi priprava rekombinantnih aler-
genih molekul (molekularnih komponent) (14).

Pri singleplex analizi SPE merimo imunokemic¢no. Kon-
centracije SPE v serumu podajamo v razredih. Stirje naj-
vecji proizvajalci (Thermofisher, Siemens, Hycor, Euroi-
mmun) ponujajo razli¢no stevilo alergenskih ekstraktov in
molekularnih komponent (9, 16).

Na mikromrezah lahko socasno ugotavljamo prisotnost
SPE proti stevilnim alergenom (multiplex). V Avstrijt so
nedavno razvili ALEX (ang. Allergen Explorer), kjer so na
mikromrezo naneseni alergeni v obliki nanodelcev. Mi-
kromreze so lahko uporabno diagnosti¢no orodje za do-
locitev senzibilizacijskega profila, identifikacijo navzkriz-
no reaktivnih, nepredvidenih in visoko tveganih alergenov,
vendar je interpretacija dobljenth rezultatov zapletena (9).

Celi¢ni testi

Celicni testi se zaenkrat uporabljajo le v raziskovalne na-
mene. Rezultati testov korelirajo z resnostjo alergijske re-
akcije. Pri testu aktivacije bazofilcev vzorec krvi inkubirajo
z alergenom. Na aktiviranih bazofilcih se poveca izraza-
nje oznacevalcev CD203 in CD63 (13).

ALERGENI IN NAVZKRIZNA
REAKTIVNOST

Alergenti pripadajo razlicnim proteinskim druzinam (14).
Tezje alergijske reakceije pogosto sprozijo alergeni, odpor-
ni na visoke temperature in prebavne encime (9).

Navzkrizno reaktivne alergene molekule pri posamezniku,
ki je predhodno senzibiliziran na primarni alergen, spro-
zijo blago alergijsko reakcijo. Do navzkrizne reaktivno-
sti pride, ko je podobnost med molekulami vecja od 70 %.
Kosenzibilizacija je hkratna preobcutljivost na alergene iz
razlicnih virov in ni posledica navzkrizne reaktivnosti (14).

Pri starejsih otrocih in odraslih je do 60 % prehranskih
alergij posledica navzkriznih reakcij na inhalatorne aler-
gene (sekundarne prehranske alergije). Najpogostejsi kli-
nicni znak je kontaktna urtikarija ustno-zrelnega predela.
V Evropti je visoka prevalenca sekundarnih prehranskih
alergij, ki so posledica navzkriznih reakcij na pelod breze
(glavni alergen Bet v 1). Pogoste so navzkrizne reakcije z
alergeni jabolka (Mal d 1), cesnje, hruske, breskve, zelene,
korenja, lesnika, soje, kivija, arasida (Ara h 8) (15).
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ZDRAVLIJENIJE ALERGIJ

Zdravljenje alergij poteka z izogibanjem alergenu. Na-
¢in zdravljenja simptomov je imunoterapija, katere cilj je
preusmeritev iz proizvodnje protiteles IgE v IgG (2). Za
zdravljenje astme je na voljo zdravilo Omalizumab, anti-

-IgE protitelo (5).

KLINICNI PRIMERI ALERGIJ PRI
OTROCIH

Interpretacija imunokemiénih testov

Pri pacientih z vi§jim nivojem protiteles obstaja vecja verje-
tnost za pojav simptomov ob izpostavitvi alergenu. Prazne
vrednosti, nad katerimi vecina pacientov razvije klinicne
simptome, niso dolocene. S simptomi ob izpostavitvi aler-
genu so obicajno povezane $ele koncentracije SPE 2 I11 ra-
zreda (= 3,5 kE/L), medtem ko je asimptomatska senzibili-
zacija lahko prisotna pri koncentracijah SPE <III razreda.
Cle je rezultat izrazito pozitiven (razred VI), anamneza kaze
na ta alergen in je alergen dobro opredeljen, lahko obicaj-
no postavimo diagnozo brez nadaljnjih preiskav. Negativen
rezultat imunokemicnega testiranja v primeru, da anam-
neza kaze na alergen, ne izkljuci alergije (13).

Mehanizmi, ki regulirajo nastajanje specificnih IgE pro-
titeles, Se niso povsem raziskani (17). Izpostavitev alerge-
nu sprozi prehoden porast koncentracije IgE, nastajanje
IgE protiteles pa se nadaljuje tudi v odsotnosti alergenske
stimulacije. Ponavljajoca izpostavitev alergenu vzdrzuje
nastajanje IgE protiteles. Izogibanje alergenu (npr. stro-
ga dieta) pa vodi do pocasnega upada nastajanja IgE (5).

Najpogostejsi prehranski alergiji v otrostvu sta alergiji na
mleko in jajca, ki se obicajno prerasteta do Sestega leta sta-
rosti. Alergiji na araside in orescke sta obicajno dolgotraj-

ni in pogosto prisotni hkrati (kocksistenca). Vecina paci-
entov je alergi¢nih na vec kot en orescek (18).

V nadaljevanju je predstavljenih nekaj klini¢nih primerov
alergyj pri otrocth, ki so bili obravnavani v Pediatri¢ni am-
bulanti Splosne bolnisnice Novo mesto. Serumske vzorce
smo analizirali na Oddelku za laboratorijsko diagnostiko
na analizatorju Immulite (Siemens). Rezultati so izpisani
1z laboratorijskega informacijskega sistema in prikazani v
spodnjih tabelah. Referen¢ne vrednosti za nulti razred za

vse SPE so od 0 do 0,34 k/EL.

Alergija na kravje mleko

V bolnisnico je bil septembra 2020 sprejet enomesecni de-
¢ek z generalizirano urtikarijo. V laboratoriju smo izmeri-
li zvisano koncentracijo SPE proti kravjemu mleku. Decek
je dobil prilagojeno adaptirano mleko. Ob kontroli ¢ez pol
leta je zdravnik svetoval nadaljevanje diete.

21. 9.2020 2.6.2021
S-IgE celok.
(KE/L) (<29) 72
F2 mleko 0,9901l 0,2020

Alergija na jajca

Ob kontrolnem pregledu marca 2021 je bil stiriletni decek
na strogi dieti brez jajc in jaj¢nih izdelkov zaradi anafilak-
ti¢ne reakcije po zauzitju jajc leta 2018. Kozni testi so bili
negativni, z laboratorijskimi testi pa smo alergijo na jajca
e dokazali. Zdravnik je odredil nadaljevanje stroge diete.

5.2.2018 20.12. 2018 3. 6.2019 22.3.2021
IgE celok.
F1 jajéni beljak 21,7V 7451l 1,61 2,331l
F75 jajéni rumenjak 3,291l 0,967 1l 4,27 1l 0,668 |
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Alergija na araside

Devetletni decek z alergijo na araside je imel pri Sestih me-
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secih hujso lokalno reakcijo. V laboratorijskih izvidih kon-
centracija SPE proti arasidom narasca. Potrebno je nada-
ljevanje stroge diete.

19. 3. 2012

12.12. 2016 6.11. 2019

F13 arasidi 6,56 111

23,41V 62,9V

Pol ure po zauzitju smokija se je 22-mesecni deklici okrog
ust pojavil izpuscaj, oteklo ji je oko. V laboratoriju smo do-
kazali zvisane SPE za araside. Zvisana je bila komponen-

23.5.2019
IgE celok.
(KE/L) (<29) 264
F13 arasidi 13,8 1l

Alergija na prsice, trave, araside,
lesnik

Ob kontrolnem pregledu junija 2021 je bil devetletni de-
¢ek na dieti brez arasidov in lesnikov. Kozni testi: prsica

- urtika 10 mm, eritem 30 mm; trave - urtika 6 mm, eri-
tem 31 mm; arasidi - urtika 11 mm, eritem 32 mm; pozi-

ta rAra h 2 (dolo¢eno v drugem laboratoriju), ki predsta-
vlja tveganje za hujso reakcijo. Zdravnik je odredil strogo
dieto brez arasidov.

tivna kontrola - urtika 6 mm, eritem 25 mm. S koznimi
in laboratorijskimi testi smo $e dokazali alergijo na prsice,
cvetni prah trav, araside in lesnike. Zdravnik je odredil
strogo dieto brez arasidov in lesnikov ter izvajanje ukre-
pov za zmanjsanje koncentracije prsic v domacem okolju.

28.9.2017 24.11. 2017 18.7. 2018 21.10. 2019 30. 6. 2021
I9E celok. 434 356 376 537 670
(kE/L) (<29)
F13 arasidi 17,8 IV 13,31
F17 lesnik 2,94 11 3,271l 2,181l
D1 Derma. pteronyssinus 241V 53,7V
D2 Derma. farinae 24,11V 80,4V
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28.9.2017 24.11. 2017 18.7.2018 21.10. 2019 30. 6. 2021
Panel orehi 18,9 IV 75711
Panel trave 1 274 IV 68,3V

Sekundarna prehranska alergija

zaradi navzkriznih reakcij na pelod

breze

Ob kontrolnem pregledu maja 2021 je imel desetletni de-
¢ek na obrazu kozne izpuscaje, bil je na dieti brez lesnikov,
orchov, pomaranc, jabolk. Alergijski rinokonjunktivitis je

imel v spomladanskih mesecih. Kozni vbodni testi: leska,
jelsain breza — urtika 10 mm; jabolko, pomaranca, lesnik
— negativno; pozitivna kontrola — urtika 6 mm. Z labora-
torijskimi testi smo dokazali tudi zvisane SPE za jabolko
in pomaranco, ki so verjetno posledica navzkriznih reak-
cij. Zdravnik svetuje dieto brez orchov in lesnikov, dieto
brez jabolk pa le v ¢asu cvetenja leske, breze.

3.7.2013 6.12.2013 18. 5.2020 24.5.2021
i /133'?5'29) 210 101 209 288
F17 lesnik 3,46 1l
F33 pomaranca <0,100 <0,100 1,381l
F49 jabolko <0,100 1,57 1l 8,46 1l
T2 jelSa 74,2V
T3 breza >100 VI
T4 leska 33,21V
Panel orehi <0,100 <0,100 1,08 11

Colicae abdominales

Dvanajstletni decek je prisel na pregled zaradi bolecin v

Decek je dobil tableto antihelmintika, saj je bila zaradi
mocno povisanih TIE zelo verjetna ¢revesna parazitoza.

trebuhu nad popkom. Hemogram je bil brez posebnosti.

16.12. 2019

IgE celok.
(kE/L) (<87)

3436

ZAKLJUCEK
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Trenutno diagnostika alergij poteka od vrha navzdol (angl.
top-down). Na podlagi anamneze zdravnik izbere alergene
za testiranje, redko se za pridobitev natanc¢nega IgE pro-
fila diagnostika nadaljuje z analizo alergenih komponent.
Nedavno so predstavili pristop bottom-up, pri katerem se
najprej doloci profil senzibilizacije bolnika s pomocjo mi-
kromrez in alergenih komponent, nato sledijo nadaljnje od-
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otrocih

Tatjana Pavlin
Splo$na bolnidnica Novo mesto, Oddelek za pediatrijo

UvoD

Koronavirusi pri otrocih praviloma povzrocajo blage okuz-
be dihal v zimskih mesecih. Novi koronavirus SARS-CoV-2
povzroca koronavirusno bolezen covid-19 (covid-19), lahko
pa povzroci tudi zelo nevaren vecorganski vnetni sindrom
(angl. Multisystem Inflammatory Syndrome MIS-C). Glavna
nacina prenosa sta kapljicni in kontaktni. Povprec¢na in-
kubacijska doba je stiri do Sest dni.

Vecina otrok bolezen preboli v enem do dveh tednih. Ot-
roci obolevajo s podobnimi simptomi kot odrasli, z nekaj

KLINICNA SLIKA

Vecina otrok, ki zboli zaradi covida-19, ima nekatere od
naslednjih simptomov:
* yrocina,
* kaselj,
* tezko dihanje,
* bolecine v misicah,
¢ izcedek 1z nosu,
* vneto zrelo,
* glavobol,
¢ slabost/bruhanje,
¢ bolec¢ine v trebuhu,
e driska,

¢ izguba okusa in voha (ali odklanjanje goste hrane).
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posebnostmi. Vecina ima blag potek, zapleti pa so lahko
zelo resni. Ponovne okuzbe so redke in praviloma blage.
Velik delez (najman;j 40 %) hospitaliziranih otrok je odkri-
tih zaradi rutinskega testiranja (1).

Covid-19 je ve¢inoma samoozdravljiv v enem do dveh te-
dnih. Pri otrocih simptomi redko trajajo dlje kot stir1 tedne
(slabo pocutje, glavobol, motnje spanja, bolecine v sklepih in
misicah, tezave z dihali, palpitacije, motnje voha in okusa).

MIlajsi otroct imajo pogosteje povisano temperaturo kot
starejsi, starejsi otroci pa imajo veckrat glavobol in bole-
¢ine v misicah ter izgubo voha in okusa. Pri mlajsih otro-
cih je nekatere simptome tezje ugotavljati.

K sreci redki pa so naslednji simptomi:
* prizadetost srca,

* prizadetost centralnega zivcevija,

* MIS-C.

»



LABORATORIJSKE PREISKAVE

Zelo velik je pomen laboratorijskih preiskav, ki lahko na-
povejo hujsi potek bolezni, zelo pomembne pa so tudi za
spremljanje poteka okuzbe in pravocasno ugotavljanje mo-
znih zapletov.

Bolezni in stanja, ki omogocajo hujsi potek covida-19:
¢ genetsko ozadje (npr. Downov sindrom),

MIS-C PRI OTROCIH

MIS-C je pri otrocih znan tudi kot vecorganski vnetni sin-
drom pri otrocih (angl. Paediatric multisystem inflammatory
syndrome, PIMS). Incidenca tega resnega zapleta je manj
kot 1 % potrjenih okuzb. Pride do nenormalnega imunske-
ga odziva na virus, do aktivacije makrofagov in sproscanja
citokinov. MIS-C ima nekaj skupnih znacilnosti s Kawa-
sakijevim sindromom pri otrocih, vendar je le-ta pogostej-
$1 pri mlajsih otrocih, MIS-C pa pri nekoliko starejsih (3).
Diagnozo postavimo na podlagi klini¢ne slike in labora-
torijskih izvidov. Privseh otrocih z MIS-C je pozitivna se-
rologija na SARS-CoV-2. Zaplet se pojavi dva do Sest te-
dnov po okuzbi, ki je lahko bila tudi asimptomatska (2).

MIS-C — klini¢na slika:
* povisana telesna temperatura (100 %),
* gastrointestinalni simptomi (60 do 100 %),
* izpuscaji (45 do 76 %),
* konjunktivitis (30 do 81 %),
* vnetje ustne sluznice (21 do 65 %),
¢ vnetje zrela (10 do 16 %),
* bolecine v misicah (8 do 17 %),
¢ otekline dlani/podplatov (9 do 16 %),
* povecane bezgavke (6 do 16 %),

e prizadetost srca (v 80 %) — miokarditis, motnje ritma,
perikarditis, kardiogeni $ok.
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* nekatera nevroloska obolenja,
e presnovne motnje (npr. sladkorna bolezen),

* prirojene sr¢ne napake oz. kardiovaskularna
obolenja,

¢ debelost,
e astma in druga kroni¢na pljucna obolenja,

* imunosupresivna stanja (1).

Laboratorijske preiskave so poleg klini¢ne slike hudo bol-
nega otroka kljucne pri diagnozi. Laboratorijske preiska-
ve, ki ob odstopanjih rezultatov napovedujejo hujsi po-
tek bolezni, so: C-reaktivni protein (CRP), prokalcitonin
(PCT), interleukin 6, feritin, D-dimer.

Laboratorijske preiskave, ki jih uporabljamo ob klini¢nih
znakih hujsega poteka covida-19:

¢ zvisan C-reaktivni protein (54 %),

e zvisan feritin (47 %),

e zvisan encim laktat dehidrogenaza — LDH (37 %),

¢ zvisan D-dimer (35 %),

e zvisan prokalcitonin (21 %),

e zvisana sedimentacija eritrocitov (19 %),

* zvi$ani levkociti (20 %),

e limfocitopenija (19 %),

e limfocitoza (8 %),

e zvisane aminotransferaze (30 %),

e zvi§ana kreatin kinaza (25 %),

¢ zvisan pro-BNP (nespecificno povisan pri okuzbah).

Zvisani oznacevalci vnetja in limfocitopenija lahko naka-
zujejo MIS-C.
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PREPRECEVANJE OKUZBE

Kot za vse nalezljive bolezni tudi za covid-19 velja, da se
je najbolje izogniti bliznjemu stiku z okuzeno osebo. Upo-

Stevati je treba varnostno razdaljo in uporabljati ustrezno
za$citno opremo. Zelo u¢inkovito je tudi cepljenje.

COVID-19 PRI OTROCIH V SPLOSNI BOLNISNICI NOVO

MESTO

Prvi primer otroka covidom-19 na Oddelku za pediatrijo
v Splosni bolnisnici Novo mesto je bil pacient po poskod-
bi roke, pri katerem je bil predviden kirurski poseg. Star-
$a sta nekaj tednov prej imela simptome covida-19, ven-
dar glede na takrat veljavna pravila nista bila testirana.
Oce je pred tem pripotoval iz Spanije. Otrok je imel bla-
ge znake okuzbe, ob testiranju pred predvidenim opera-
tivnim posegom pa je bil ze asimptomatski.

Vecina otrok z dokazanim covidom-19 je bila v Splosni
bolnisnici Novo mesto obravnavanih ambulantno zara-
di blagih respiratornih simptomov, vrocine in/ali prebav-
nih tezav. Hospitalizirali smo 18 otrok v letu 2020, 37 v
letu 2021, samo januarja 2022 ze 9. V Ljubljano smo za-
radi covida-19 premestili 5 otrok, od tega tri zaradi suma
na MIS-C, ki je bil potrjen.

Primer |

Decek, star 22 mesecev, je zbolel z vrocino do 39 °C in
bolec¢inami v usesih. Dobil je antibiotik in po enem tednu
se je pojavila urtikarija. Vrocina je vztrajala in tretji dan
hospitalizacije je prislo do dviga vnetnih kazalcev, pro-B-

NP-ja (1132 ng/L) in D-dimera (8,52 mg/L).

ZANIMIVOST

Dojenje pomembno vpliva na blazji potek bolezni, zato se
seveda svetuje tudi, ¢e je mati okuzena (4). Ve¢ina novoro-
jenckov, rojentih v porodnisnici v Novem mestu okuzenim
mamam, se ni okuzilo, vsi pa so bili asimptomatski (tudi
tisti s potrjeno okuzbo).
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Druzinska in osebna anamneza sta bili brez posebnosti. Iz
epidemioloske anamneze pa smo izvedeli, da je bila oku-
zena njegova vzgojiteljica.

Premescen je bil na Kliniko za infekcijske bolezni in vro-
¢inska stanja v Ljubljani. Ob simptomatskem zdravljenju
je prislo do popolnega klini¢nega in laboratorijskega iz-
boljsanja.

Primerll

Deklica, stara 8,5 let, je zbolela z vrocino do 40 °C, z mrzli-
co, izpus¢ajem, bolec¢inami v trebuhu. Vnetni kazalci so
bili visoki, brez ocitnega zarisca vnetja (SR 55, CRP 140,7
mg/L, troponin 16 ng/L, pro BNP 2304 ng/l, AST 2,38,
ALT 2,56 pkat/L, gama GT 1,01 pkat/L).

Druzinska in osebna anamneza sta bili brez posebnosti.
Deklica je prebolela covid-19 marca 2021.

Premescena je bila na Kliniko za infekcijske bolezni in vro-
¢inska stanja v Ljubljani, kjer so ugotovili prizadetost sr¢ne
misice in uvedli dolgotrajno zdravljenje z aspirinom 100.
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ZAKLJUCEK

Bolezen covid-19 pri otrocth v veliki vecini primerov po-
teka asimptomatsko ali v blagi obliki. Mozen pa je tudi
resen zaplet — vecorganski vnetni sindrom. V obravnavi
otroka s covidom-19 so laboratorijske preiskave poleg kli-
nicnega spremljanja kljucne.
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Epidemija covida-19 je $e vedno razmeroma nova, sevi vi-

rusa se spreminjajo in v povezavi s to boleznijo je vsako-

dnevno objavljenih vedno ve¢ novih dognanj.
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Farmakogenomika: pot do bolniku
prilagojenega zdravljenja

Natasa Karas Kuzelicki

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Katedra za klini¢no biokemijo

UvoD

Osnovna nacela farmakogenetike je ze leta 1909 postavil
britanski zdravnik sir Archibald E. Garrod v svojem re-
volucionarnem delu The inborn errors of metabolism, v
katerem ugotavlja, da je vsako zdravilo lahko strup v do-
volj visokem odmerku, ter da se posamezniki lahko zelo
razlicno odzovejo na enak odmerek zdravilne ucinkovi-
ne. Garrodove ugotovitve zelo dobro povzemajo oprede-
litev farmakogenetike, ki se je kot samostojna veda zacela
razvijati Sele v osemdesetih letih 20. stoletja, kar sovpa-
da z razvojem genotipizacijskih metod, kot sta Sangerje-
vo sekvenciranje in pomnozitvena reakcija s polimerazo
(PCR). Pravi zagon ter potencial za dejansko implementa-
cijo v klini¢no prakso pa je farmakogenetika dobila z do-
konc¢anjem projekta Cloveski genom v zacetku 21. stole-
tja. Temelje farmakogenetike kot samostojne vede je leta
1957 uvedel profesor genetike na Univerzi v Washingtonu
Arno Motulsky, ki velja za “oceta farmakogenetike”, izraz
farmakogenetika pa je leta 1959 skoval nemski genetik Fri-
edrich Vogel z Univerze v Heidelbergu (1).

V zacetku 21. stoletja se je poleg izraza farmakogenetika, ki

se ukvarja s spremembami genov za encime, ki presnavljajo

zdravilne ucinkovine, pojavil tudi izraz farmakogenomika,
ki naj bi obsegal tudi druge farmakogenetske oznaceval-
ce, kot so prenasalci in taréne molekule zdravilnih ucin-
kovin. Glavni namen farmakogenetike/genomike je torej

prilagoditi zdravljenje z zdravili posameznemu bolniku z

namenom optimizacije varnosti in uc¢inkovitosti. Kasne-
je se je nacelo individualizacije iz farmakoterapije razsiri-
lo tudi na druge terapevtske posege, kar zajema izraz per-
sonalizirana medicina, v zadnjih nekaj letih pa smo poleg
genomskih pristopov za individualizacijo zdravljenja za-
celi uporabljati druge -omike (metabolomika, proteomi-
ka, transkriptomika in epigenetika), kar pa zajema pojem

precizna medicina.

RAZVOJ FARMAKOGENETIKE IN KLINICNE SMERNICE

Prvi primeri uporabe farmakogenetike v praksi segajo v
cas druge svetovne vojne, ko so ZDA svoje vojake posilja-
le na bojis¢a po vsem svetu, tudi na podrocja z endemicno
malarijo. Pri preventivni aplikaciji antimalarikov vojakom
so pri priblizno 10 % Afroamericanov opazili hud stran-
ski uc¢inek zdravila, ki se je kazal kot obsezna znotrajzil-
na hemoliza. Kasneje so ugotovili, da imajo omenjeni vo-
jaki pomanjkanje glukoza-6-fosfat dehidrogenaze zaradi
mutacij v G6PD genu (1). Gre za najpogostejso presnovno
motnjo pri ¢loveku, ki so jo opazili ze v antiki zaradi ne-

zmoznosti uzivanja nekaterih stro¢nic (favizem), za kate-
ro trpi 400 miljjonov [judi. Pomanjkanje encima povzroca
manjso produkcijo NADPH, ki je nujno potreben za re-
genereacijo glutationa. Ker imajo osebe s pomanjkanjem
G6PD nizje koncentracije glutationa v eritrocitih, so le-
-t1 bolj obcutljivi na oksidante, ki jih zauzijemo, bodisi v
obliki hrane ali zdravil. Okvara je najbolj pogosta v pod-
ro¢jih z malarijo, saj imajo heterozigoti delno odpornost
proti malariji, zato se pogostost polimorfizmov G6PD zelo

razlikuje med populacijami. Povezava med G6PD in an- »
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timalariki je pomembna tudi danes, saj je pogostost okva-
re najvecja ravno v populacijah, pri katerih se antimalari-
ki najbolj uporabljajo.

V sedemdesetih in osemdesetih letih 20. stoletja je vecina
raziskav obsegala gene, ki kodirajo za citokrome, predvsem
CYP2D6, 2C19 in 2C9. Omenjeni geni $e danes obsegajo
najvecji delez farmakogenetskih preiskav, saj so odgovorni
za presnovo vecine zdravil. Kasneje so poleg CYP zaceli
preiskovati tudi druge zdravila presnavljajoce encime, kot
so tiopurin-S-metil transferaza (TPMT), ki deaktivira tio-
purinska zdravila, UDP-glukuronil transferaza (UGT1AI)
in dihidropirimidin dehidrogenaza (DPYD), ki sodelujeta
pri presnovi citostatikov irinotekana in 5-fluoro uracila (1).

V 21. stoletju se fokus z encimov premika na prenasalce
zdravil (statini in metotreksat v povezavi s SLCO1BI) in
taréne molekule. Na primer zdravilo proti raku gefitinib
(Irresa ®) je ucinkovito le pri bolnikih z mutacijo v genu
EGFR (oz. HERI), ki kodira receptor za epidermalni ra-
stni faktor, katerega zaviralec je gefitinib.

Kljub stevilnim odkritim pomembnim povezavam gen—
zdravilo, pa je bila glavna ovira pri implementaciji ome-
njenih spoznan;j v klini¢no prakso pomanjkanje standardi-
zacije in konkretnih smernic za uporabo farmakogenetskih
oznacevalcev pri prilagoditvi zdravljenja v skupini bolnikov
s specificno diagnozo. S tem namenom sta bili ustanovlje-
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ni Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG), ka-
tere priporocila so implementirana predvsem na obmocju

EU, in Clinical Pharmacogenetic Implementation Consor-
tium (CGPIC), ki deluje predvsem v ZDA. Od leta 2005 je

DPWG sistematicno pregledala 97 potencialnih interakcij

gen—zdravilo, od tega jih je 54 opredelila kot potencialno

klini¢no pomembne. Vzporedno je CPIC izdala priporo-
cila za vec kot 40 zdravil (2). Priporocila DPWG in CPIC

so si zelo podobna, niso pa identi¢cna — trenutno potekajo

napori za harmonizacijo le-teh (3).

Najbolj obsezna baza podatkov s podro¢ja farmakoge-
nomike, ki zdruzuje priporocila DPWG, CPIC in Food
and drug administration (FDA) je Pharmacogenomics
knowledge base (PharmGKB) (4). PharmGKB je bila us-
tanovljena leta 2000 na Univerzi Stanford in jo financira
National Institute of Health (NIH). Najpomembnejsa in-
formacija za klinike, ki jo ponuja PharmGKB, so klinic-
ne anotacije. Le-te dajo informacijo o tem, kako mocna
je povezava med genom (polimorfizmom) in dolocenim
zdravilom. Klini¢ne anotacije imajo Sest stopenj: 1A, 1B,
2A, 2B, C in D. Pari gen—zdravilo z anotacijo 1A imajo
zelo dobro dokazano povezavo oziroma vpliv doloc¢ene-
ga polimorfizma na odziv na specificno zdravilo in ima-
jo skoraj vedno CPIC smernice za klini¢no implementa-
cijo, pri tistth z anotacijo D pa povezava ni bila dokazana
ali pa je bila dokazana na majhnem Stevilu bolnikov ozi-
roma na in vitro modelih.

IMPLEMENTACIJA FARMAKOGENOMIKE V KLINICNO

PRAKSO

Vpeljava farmakogenomike v
primarno zdravstveno oskrbo

Prviuspesni primeri vpeljave farmakogenomike v klinicno
prakso so se zgodili v primerih zdravil z ozkim terapevtskim
intervalom, kot so na primer citostatiki. Gre za zdravljenje
bolezni, ki ogrozajo zivljenje (rak) in zahtevajo specialistic-
no obravnavo. Ravno zato so vsaj desetletje po zelo uspesni
vpeljavi farmakogenetskega testiranja bolnikov na tiopurin-
ski terapiji z akutno limfoblastno levkemijo, vnetnimi ¢reve-
snimi boleznimi, avtoimunskimi boleznimi in po transplan-
taciji organov, farmakogenetske preiskave obdrzale buticno
naravo in so bile rezervirane za majhno skupino bolnikov.

Sele v zadnjem desetletju uporaba farmakogenetskih pris-
topov prodira tudi v primarno zdravstveno oskrbo in se
uporablja pri predpisovanju pogosto uporabljanih zdravil
v splosni populaciji. Poudariti je treba, da se farmakoge-
netski pristopi pri obravnavi zivljenje ogrozajocih bolezni
zdaj uporabljajo v vecini dobro in srednje razvitih drzav,
medtem ko je uporaba farmakogenetike na primarni rav-
ni omejena samo na doloc¢ene drzave, kjer prednjacita Ni-
zozemska in ZDA. Kot kazejo izku$nje iz teh drzav, so za
uspesno implementacijo farmakogenetike na primarno
raven zdravstva nujno potrebni ustrezna infrastruktura
(predvsem v smislu racunalniske mreze elektronske baze
podatkov), multidisciplinarni timi strokovnjakov (zdravnik,
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farmacevt, laboratorijski delavec, klini¢ni genetik), ustre-
zne klini¢ne smernice (npr. CPIC), ustrezna izobrazenost
strokovnjakov in bolnikov ter multidisciplinarno vodenje
in nadzor takih programov (5).

Projekt “PGx Passport”

Nizozemska je danes verjetno najuspesnejsa drzava na po-
droc¢ju implementacije farmakogenetike na primarni zdra-
vstveni ravni, saj gre za iniciativo na drzavni ravni pod
imenom Projekt PGx Passport (3). Obstajata dva pristopa
pri farmakogenetskem testiranju v diagnosti¢cne namene:

* Predterapevtsko testiranje enega gena (ali manjsega
stevila genov) izvedemo samo pri bolnikih, ki jim
je predpisano ali ze jemljejo doloc¢eno zdravilo.
Informacijo farmakogenetskega testiranja
uporabimo takoj.

* Preemptivno testiranje vecjega Stevila (panela)
genov izvedemo pri zdravih posameznikih, ki
nimajo predpisanega zdravila. Informacijo
farmakogenetskega testiranja uporabimo v
prihodnosti, ¢e se pri posamezniku pokaze potreba
po jemanju dolocenega zdravila.

Projekt PGx Passport uporablja drugi pristop in v ta na-
men je DPWG sestavila seznam genov in polimorfizmov
z velikim klini¢nim vplivom na odziv na pogosto predpi-
sovana zdravila. Vkljucitvena merila za polimorfizme so:
obstojece DPWG smernice, dokazan funkeijski vpliv po-
limorfizma na protein, frekvenca redkejsega alela (MAF)
v splosni populaciji je vec¢ja ali enaka 1 %. V PGx Passport
panel so vkljuceni tudi nekateri polimorfizmi z MAF <1
% pod pogojem, da je njthova MAF v specificni subpopu-
laciji (Africani, Azijei, Kavkazijci) > 1 %, ali ¢e obstajajo
zelo mocni dokazi za povezavo med polimorfizmom in od-
zivom na zdravilo. V konc¢ni panel je tako vkljucenih 58
variantnih alelov v 14 genih, ki vplivajo na odziv na 49
pogosto predpisovanih zdravil (Preglednica 1). Od 49 zdra-
vil jih je najvec iz skupine antidepresivov (n = 10), sledijo
imunosupresivi in citostatiki (n = 5), zdravila za zdravlje-
nje okuzb, antikoagulanti, antiepileptiki, antipsihotiki (n
= 4), zaviralci protonske ¢rpalke (n = 3), antiaritmiki, anal-
getiki, zdravila za znizevanje lipidov (n = 2), antihiperten-
zivi, psithostimulansi, zdravila za Gaucherjevo bolezen in
kontraceptivi (n = 1). Avtorji ocenjujejo, da bo 50 % Nizo-
zemcev, starejsih od 65 let, v naslednjih stirih letih potre-
bovalo vsaj eno zdravilo iz panela, 25 % pa jih bo potrebo-
valo dve ali ve¢, kar kaze na veliko prakticno uporabnost
in ekonomsko upravic¢enost omenjenega pristopa. Treba
pa se je zavedati, da je panel dinamicen, in da se bo zara-
di novih $tudjj in znanstvenih spoznanj stevilo vkljucenih
polimorfizmov, genov in zdravil s casom povecevalo (3).

FARMAKOGENETSKI TESTI - TESTIRANJE PREKO SPLETA

Diagnosticni testi so bili v preteklosti zgolj v domeni me-
dicine, se pravi zdravnikov in laboratorijskih delavcev, v
zadnjem desetletju pa sta se zelo razsirila t. 1. samotestira-
nje ter testiranje preko spleta (,,direct-to-consumer testing®),
pri katerih je interpretacija rezultatov testa (v primeru sa-
motestiranja pa tudi njegova izvedba) bolj kot ne prepus-
¢ena laicnemu uporabniku. Prednost tovrstnega testiranja
je hiter in enostaven dostop do informacij o lastnem zdra-
vstvenem stanju. Po drugi strani pa za uporabnika nosi
tudi potencialne nevarnosti, kot so sprejemanje odlocitev
o zdravljenju in preprecevanju bolezni na osnovi napacne
ali nepopolne interpretacije rezultatov diagnosticnih testov.
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Primer splethega ponudnika
farmakogenetskega testiranja
(23andMe)

Podjetje 23andMe je na trziscu najdlje prisoten ponudnik
farmakogenetskega testiranja preko spleta in ponuja tudi
najsirso paleto farmakogenetskih testov, ceprav se je njithova
ponudba po letu 2013 zmanjsala zaradi kritik s strani FDA
(6). Glavna kritika farmakogenetskega testiranja preko sple-
ta s strani stroke temelji na odsotnosti svetovanja in razla-
ge rezultatov testiranja s strani strokovnjakov, poleg tega se
merila za vkljucitev polimorfizmov in genov v testni panel
pri spletnih ponudnikih razlikujejo od vkljucitvenih meril
DPWG, CPIC in FDA. 23andMe na primer pojmuje poli-

morfizme za klini¢cno pomembne, Ce vsaj trije znanstveni
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clanki potrdijo povezavo med polimorfizmom in odzivom
na zdravila. To lahko privede do opredelitve polimorfizmov,
ki jih DPWG, CPIC in FDA ne obravnavajo kot klini¢no
pomembne, kot odlocilne za odziv na zdravilo, kar lahko
vodi v napacne odlocitve bolnika glede zdravljenja in ne-
potrebno zaskrbljenost (6). Po drugi strani pa spletni ponu-
dniki testiranj pogosto ne vkljucujejo v svoje testne panele
polimorfizmov, ki so po DPWG, CPIC in FDA opredeljeni
kot klini¢no pomembni, kar ravno tako vodi do zavajajocith
rezultatov. Pogosto spletni ponudniki ne upostevajo etnicne
pripadnosti preiskovanca kot tudi dejstva, da se lahko pogo-
stost in s tem pomembnost nekega polimorfizma razlikuje
med razli¢cnimi populacijami, kar nadalje otezuje interpre-
tacijo rezultatov (6). Zaradi vsega tega je bilo podjetje 23an-
dMe po strogi kritiki FDA prisiljeno omejiti obseg ponuje-
nih farmakogenetskih testov. Oktobra 2018 je FDA podjetju
23andMe dala odobritev za izvajanje farmakogenetskih te-
stov, ki obsegajo 33 polimorfizmov v osmih genih (oznaceni
z # v Preglednici 1). Kljub odobritvi pa FDA opozarja, da
se na osnovi rezultatov omenjenih testov ne sme spreminja-
ti zdravljenja, in da morajo biti rezultati spletnega testira-
nja potrjeni v klinicnem laboratoriju, preden jih uporabi-
mo kot podlago za spreminjanje ali uvajanje zdravljenja (7).

Svetovanje pri farmakogenetskem
testiranju preko spleta

Pri svetovanju in interpretaciji rezultatov farmakogenet-
skega testiranja preko spleta je treba upostevati naslednje
smernice in dejstva:

* Rezultati spletnega farmakogenetskega testiranja
niso podlaga za spreminjanje obstojecega zdravljenja.
Omenjeni rezultati morajo biti potrjeni s strani
medicinskega laboratorija, preden so uporabljeni
kot podlaga za odlocitve o spremembi/uvedbi
zdravljenja.

e Pomembne smernice za klini¢no uporabo
farmakogenetskih oznacevalcev so dostopne na
spletni strani CPIC (2).

e Genotip divjega tipa ne zagotavlja, da bo imel bolnik
normalno presnovo dolocenega zdravila, saj vecina
farmakogenetskih testov ne vkljucuje zelo redkih in
$e neodkritih mutacij.

e Razlicne mutacije v dolocenem farmakogenu niso
enako klini¢no pomembne. Nekatere vplivajo na
odziv na zdravilo, druge pa ne, kar je opredeljeno v
CPIC smernicah.
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¢ Cle bolnik dobro prenasa ze obstoje¢e zdravilo, ni
nujno, da zdravljenje spreminjamo zaradi rezultatov
farmakogenetskega testiranja.

e Poleg genetskih dejavnikov na bolnikov odziv na
zdravilo vplivajo tudi interakcije med zdravili, hrana,
mikrobiom in drugi dejavniki okolja.

* Rezultati farmakogenetskih testov niso ¢arobna
resitev, nam pa lahko pomagajo pri izbiri ustreznega
zdravila in odmerka, kar poveca verjetnost
uspesnega izida zdravljenja Ze v prvem poskusu.

e Rezultati farmakogenetskega testiranja imajo
dozivljenjsko uporabnost za bolnika in bi morali biti
zabelezeni v njegovem zdravstvenem kartonu in/
ali kartici, pri ¢emer bi morali biti visoko tvegani
genotipi posebej oznaceni.

Posledice spletnega
farmakogenetskega testiranja za

bolnika

Glavna skrb strokovne javnosti glede farmakogenetskega
testiranja preko spleta je bila sprejemanje napac¢nih odlo-
citev glede zdravljenja s strani uporabnikov (bolnikov) brez
posveta z zdravstvenimi delavei. Studija iz leta 2017 je po-
kazala, da je med 961 uporabniki spletnega farmakogenet-
skega testiranja kar 91% prejelo informacijo o odstopanju
genotipa od divjega tipa (na vsaj enem testiranem loku-
su). Kljub temu jih je na osnovi teh informacij samo 5,6 %
spremenilo zdravljenje, bodisi v smislu prehoda na drugo
zdravilo ali spremembe odmerka. Od teh, ki so spremeni-
li zdravljenje na osnovi rezultatov spletnega testiranja, se
jih je kar 83 % prej posvetovalo z zdravnikom. Sklepamo
lahko torej, da je manj kot 1 % uporabnikov spletnega far-
makogenetskega testiranja pridobljene rezultate uporabi-
lo za spremembo zdravljenja brez odobritve zdravnika (8).

Studija iz leta 2018 je primerjala izkusnjo farmakogenet-
skega testiranja med uporabniki tovrstnega testiranja v kli-
ni¢nem laboratoriju in preko spleta. Vecina uporabnikov iz
obeh podskupin (87,5 %) je izkusnjo testiranja opisala kot po-
zitivno in koristno. Stirideset odstotkov uporabnikov v obeh
skupinah je bilo zaskrbljenih zaradi zasebnosti in varova-
nja podatkov. Razlike med skupinama pa so se pokazale v
samopercepciji razumevanja rezultatov testiranja, in sicer
je vec kot 77 % uporabnikov klini¢nih laboratorijev izjavi-
lo, da so popolnoma razumeli rezultate testiranja, enako pa
samo 51,5 % uporabnikov testiranja na daljavo (9).
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Pricakujemo lahko, da bo v prihodnjem desetletju far-  vzdrzevanju tega sistema bodo imeli multidisciplinarni
makogenetsko testiranje postalo obicajna praksa na pri- timi zdravnikov, farmacevtov, laboratorijskih delavcev in
marnem nivoju zdravstva, kar bo omogocalo vecjo ucin-  klini¢nih genetikov.

kovitost in varnost zdravil. Veliko vlogo pri postavitvi in

Preglednica 1: Polimorfizmi, geni in zdravila vkljuéeni v PGx Passport panel (3). CYP, citokrom P450; DPYD, dihidropirimidin
dehidrogenaza; F5, faktor V Leiden; HLA, humani levkocitni antigen; NUDT, nudiks hidrolaza; SLCO, prena3alec organskih anionov; UGT, UDP-
glukuronil transferaza; TPMT, tiopurin S-metil transferaza; VKORC, vitamin K epoksid reduktazni kompleks; geni oznageni z # so vkljueni v panel
farmakogenetskih preiskav, ki jih ponuja spletni ponudnik 23andMe.

Table 1: Polymorphisms, genes and drugs included in the PGx Passport panel. CYP, cytochrome P450; DPYD, dihydropyrimidine
dehydrogenase; F5, factor V Leiden; HLA, human leucocyte antigen; NUDT, nudix hydrolase; SLCO, organic anion transporter; UGT, UDP-glucurosyl
transferase; TPMT, thiopurine S-methyltransferase; VKORC, Vitamin K epoxide reductase complex; # genes included in phamacogenetic panel
offered by direct-to-consumer genetic testing provider 23andMe.

Gen Variantni aleli Vpliv na protein Zdravila

CYP2B6 *4,*%5,%6,%9,*16,*18 Zmanij$ana aktivnost Efavirenz

Fenitoin
Varfarin

#
CYP2C9Q %) %3 %5 ] Zmanij$ana aktivnost

CYP2C19 # *2,*3,*4A/B,*5,%6,*8, Zmanj$ana aktivnost Klopidogrel
*9*10 Citalopram
Escitalopram
*7 Povecana aktivnost Sertralin
Imipramin
Lansoprazol
Omeprazol
Pantoprazol
Vorikonazol

CYP2D6 * *xN Poveéana aktivnost Amitriptilin
Avripiprazol
Atomoksetin
Klomipramin
Kodein
*3,%4,%5,%6,%8,%9,"10, Zmanij$ana aktivnost Doksepin
“14A,*14B,*17,*41 Eliglustat
Flekainid
Haloperidol
Imipramin
Metoprolol
Nortriptilin
Paroksetin
Pimozid
Propafenon
Tamoksifen
Tramadol
Venlafaksin
Zuklopentiksol
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Gen Variantni aleli Vpliv na protein Zdravila
CYP3A5* *3,%6,*7 Zmanijsana aktivnost Takrolimus
DPYD * oA % 5-Fluorouracil
2A"13, 2846A>T, Zmanj$ana aktivnost Kapecitabin
1236G>A
Tegafur
F5 Estrogenska
1691G>A Zmanij$ana aktivnost hormonska
kontracepcija
HLA-A *31:01 Povela tveganie za stranske uinke Karbamazepin
HLA-B *15:02 Povela tveganie za stranske u&inke Karbamazepin
Okskarbazepin
Fenitoin
Lamotrigin
*15:1 Karbamazepin
*57:01 Abakavir
Flukloksacilin
*58:01 Alopurinol
NUDTI5 *2,%3,%6,*9 Zmanj$ana aktivnost 6-Merkaptopurin
Azatioprin
Tiogvanin
SLCO1B1 # *5,%15,*17 Zmanij$ana aktivnost Atorvastatin
Simvastatin
TPMT # *2,*3A,*3B,*3C Zmanij$ana aktivnost 6-Merkaptopurin
Azatioprin
Tiogvanin
UGTIAT# *6,%27%28,*37 Zmanij$ana aktivnost Irinotekan
VKORCI1 -1639G>A, Zmanij$ana aktivnost Acenokumarol
Nn73C>T Fenprokumon
Varfarin
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Bolnik kot partner v sodobni medicinski
obravnavi
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Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Kliniéni indtitut za kliniéno kemijo in biokemijo

RAZVOJ MODELOV MEDICINSKE SKRBI

Nov model zdravstvene skrbi se od tradicionalnega (pa-  fizioloske, pa tudi socio-ekonomske posebnosti. Locita se
ternisticnega) razlikuje po tem, da je zdravstvena oskrba glede na to, kdo sprejema odlocitve in po vlogi bolnika v
osredotocena na posameznega bolnika glede na njegove celotnem procesu zdravstvene skrbi.

Slika 1: Razvoj modelov medicinske skrbi. (Povzeto po Karazivan P et al. 1)
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MODEL “NA BOLNIKA OSREDOTOCENA ZDRAVSTVENA

OSKRBA"

Cleprav individualizacija zdravljenja ni vec nov pristop, vseh
mehanizmov Se ne poznamo. Zavedati se je treba, da bo
pristop toliko bolj uspesen, kolikor bolj natan¢no bodo po-
znane lastnosti bolnika oz. njegove posebnosti. Vec kot bo
podatkov o delovanju sistemov pri bolniku, ve¢ posebnosti
bo mogoce prepoznati in lazje se bo izogniti skodljivemu
delovanju npr. zdravil. Mnozi¢no pridobivanje podatkov
o posamezniku, njegovem profilu proteinov, presnovkov,
lipidov, ... so omogocile napredne tehnologije “omik”. Na
tisoc¢e podatkov, pridobljenih na ta nacin, ze pomaga od-
krivati, v cem se posamezniki razlikujemo med seboj, ka-

tere od teh razlik so vzrok za razlicno presnovo zdravil
ali endogenih snovi ipd. Na ta nacin smo Ze prisli do no-
vih bioloskih oznacevalcev, ki bodo pozneje po korelaciji
z bolezenskimi simptomi lahko postali diagnosti¢ni ozna-
cevalci. T1 bodo osnova za bolniku prilagojeno laborato-
rijsko medicino (BPLM). V vsakem primeru gre pri tem
za model v, ki ga imenujemo “patients focused/centered
model” (model PF).

RAZVOJ MODELA “BOLNIK KOT PARTNER”

A razvoj se tukaj ni ustavil. Ze pred 20 leti se je izkaza-
lo, da pasivna vloga bolnika pri zdravstveni obravnavi ni
dovolj oziroma jo celo omejuje. Zacel se je razvijati mo-
del “patient-as-partner” (model bolnik kot partner, model
PP) in zacelo se je razvijati partnerstvo z bolnikom. Bol-
nik se tukaj vkljuci v zdravstveno ekipo kot “ckspert” za
svojo bolezen. S podatki kdaj, kako pogosto, kako moc-
no ipd. se v njegovem primeru pojavljajo bolezenski simp-

tomi pomaga, uci in sodeluje z zdravstveno ekipo. Tako
lahko sproti na vsaki stopnji obravnave sooblikuje zdra-
vstvene odlocitve. Model je zelo primeren za dolgotrajna
zdravljenja, npr. pri kronic¢nih boleznih. Vendar je za us-
peh modela PP treba bolnike mobilizirati, povabiti, moti-
virati, prepricati, da se aktivno vkljucijo ter jim v nadalje-
vanju pomagati z njim prilagojenimi pojasnili in navodili.

VLOGA LABORATORIJSKE MEDICINE (LM) V
MODELU “BOLNIK KOT PARTNER” IN KOMENTARIJI
LABORATORIJSKIH REZULTATOV

Specialist LM v modelu PP znotraj ekipe zdravstvenih de-
laveev sodeluje pri pojasnjevanju laboratorijskih rezultatov.

Tradicionalno vkljucuje laboratorijsko porocilo (report): iz-
merjeno vrednost, enote in obmocje referen¢nih vrednosti
(RV). Komentarji z razlago (angl. Interpretative comments,
IC) so prav tako del poanaliznih aktivnosti vsake labora-
torijske preiskave in tako obvezen del laboratorijskih stori-
tev. Predvideva jih tudi standard ISO 15189, “vselej ko je
to potrebno”. IC omogoci pretvorbo laboratorijskega po-
rocila v izvid, ki sledi klasi¢ni piramidi izgrajevanja zna-
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nja: podatki-informacija-znanje-razumevanje. Priprava
1C je torej kompleksen proces, ki zahteva poznavanje ana-
lita, analiznega procesa, pre- in poanaliznih variabilno-
sti in korelacijo meritev s klini¢nim stanjem. Komentarji
z razlago rezultatov (IC) so potrebni, ker v prvi vrsti pri-
spevajo k varnosti bolnikov, saj so ugotovili, da so napake
pogoste v post-post analizni fazi. Ankete so pokazale, da
so tudi narocniki preiskav, posebno ob kompleksnih pre-
1skavah (genetika, imunologija, ...), bolj zadovoljni, ce je
dodan komentar rezultatov. Pravzaprav je IC celo nujen
pri kompleksnih preiskavah, ce je bila uporabljena poseb-
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na (neharmonizirana) metoda, RV, ali meje za odlocanje.
Navsezadnje IC pomeni izpolnjevanje zahtev standarda
in lahko predstavlja dodano vrednost za dolocen labora-
toryj. IC zagotovo povecajo ucinkovitost oskrbe in zmanj-
sajo stroske zdravstva.

IC naj bi bil oblikovan kot predlog oziroma usmeritev za
nadaljnje ukrepe, npr. dodatne preiskave, spremljanje do-
loc¢enega parametra, kako pogosto, itd.

Tehnicno naj bi IC vkljuceval opis analiticne posebnosti,
posebnosti vzorca in znacilnosti kombinacije rezultatov,
povezanih z medicinskimi podatki, ter na koncu predlo-
ge, navodila za ukrepe.

Kaj potrebujemo za kakovosten 1C:
e kakovosten rezultat,

PREDLAGANA SHEMA ZA
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¢ kakovostne RV,

* kakovostno osebje s potrebnimi znanji in izku$njami
(ustrezno izobrazevanje, usposobljenost za svetovanje

zdr.,

* kakovostne podatke o bolniku (posebnosti, socio-
ekonomske okoliscine),

e komunikacijske sposobnosti razlagalca.

Delovna komisija pri IFCC (2) je izpostavila predvsem
znanje in izkusnje specialista ter dostopnost klini¢nih po-
datkov. Ker so lahko napacni IC celo nevarni, je bila za
kakovost in harmonizacijo komentarjev z razlago imeno-
vana delovna skupina pri IFCC, ki je leta 2016 podala prve
usmeritve glede kakovosti IC. Predlagala je strukturo IC
in nacine za zagotavljanje kakovosti (zagotavljanje kom-
petenc specialista LM in oblika EQA programov za 1C).

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI IC

1. Obseg

EOQA naj bi po priporocilih omenjene delovne sku-

pine vkljucevala 1024 klini¢nih primerov na leto,

in sicer:

a. realni kliniéni primer iz bolnisni¢ne ali
ambulantne prakse (tudi s podrocij druzinske
medicine, pediatrije ali gerontologije) z razlicno
stopnjo kompleksnosti;

b. anonimizirani podatki naj bi vkljucevali starost
in spol ter opis (kot ga obicajno dobi LM), set
meritev in dodatne informacije, ce je treba.

2. Udelezenci. V ta EQA program so vkljuceni posa-
mezniki in ne laboratoriji. Vkljuceni so vsi speciali-
st1, ne glede na osnovno izobrazbo.

3. Izvedba naj bi potekala on-line.

4. Ocenjevanje: anonimizirane odgovore ocenjuje pa-
nel (47 ¢lanov), vsak ¢lan poda svojo oceno od 1 do
5, ocenjujejo se tehnicno znanje, temeljitost klinicne
razlage ter jasnost pojasnil.

ICV MODELU ZDRAVSTVENE OSKRBE “PARTNERSTVO Z

BOLNIKOM”

Bolnik ima pravico, da izve svoje laboratorijske izvide, v
modelu “Partnerstvo z bolnikom” pa mora imeti neposre-
den dostop do njih. Jasno je, da je treba komentarje labo-
ratorijskih rezultatov, namenjenih bolnikom, prilagoditi.
Samo c¢e bo bolnik laboratorijske izvide razumel, lahko

kakovostno sodeluje. Morajo biti kratka, enostavna, jasna
(brez medicinskih izrazov), v slikovni ali grafi¢ni obliki, ipd.
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ZAKLJUCEK

Bolnik dobiva vse pomembnejso (celo osrednjo) vlogo v
procesu zdravstvene skrbi, ki je zaradi tega boljsa Se po-
sebno pri dolgotrajnih zdravljenjih. To izhaja iz dejstva, da
ima kronic¢ni bolnik veliko “eksperimentalnih podatkov”
in veliko “empiri¢nega znanja”, ki mu pomaga “samo-up-
ravljati” svojo bolezen. To so dragoceni podatki, iz kate-
rih se lahko drugi v zdravstveni ekipi ucijo in pridobivajo
izkusnje. Po drugi strani takSen bolnik lahko soodloca o
svoji zdravstveni oskrbi na osnovi svojih izkusenj, razmer
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in moznosti, ki jih ima. Treba pa mu je omogociti dostop
do klini¢nih podatkov (lahko z zamikom).

Vloga LM kot enega od partnerjev v taksni zdravstveni
ekipi je vezana na pojasnila in komentarje k laboratorij-
skim izvidom. Ta morajo biti bolniku prilagojena, kar ni
enostavno, vendar je to vlozek LM v ta proces in vec¢jo var-
nost ter zadovoljstvo bolnikov.

2. Vasikaran et al.: Quality assurance of interpretative comments. Clin
Chem Lab Med 2016; 54(12): 1901-1911
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Mikro RNA kot novi bioloski oznacevalci
v bolniku prilagojeni laboratorijski

medicini

Barbara Ostanek

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Katedra za klini¢no biokemijo

UvoD

Mikro RNA (miRNA) so endogene, kratke, (cca. 22 nuk-
leotidov dolge) enoverizne, nekodirajoce molekule RNA,
ki so pomembne za posttranskripcijsko uravnavanje iz-
razanja genov. Prva miRNA je bila odkrita leta 1993 pri
Caenorhabditis elegans (1, 2). miRNA se vezejo na kom-
plementarna zaporedja na 3‘ neprevedljivem delu tarcne
informacijske RNA (mRNA) in v primeru popolne kom-
plementarnosti povzrocijo razgradnjo, v primeru delne
komplementarnosti pa zaviranje translacijje mRNA. Za
prepoznavo mesta vezave na tarcni mRNA in s tem za
specificnost vezave je odgovorno zaporedje nukleotidov
2-8 v miRNA (2, 3). Izrazanje miRNA je tkivno specific-
no in v ¢loveskih celicah so dokazali Ze preko 2600 razlic-
nih miRNA (1, 3). Moznosti uravnavanja izrazanja genov
z miRNA so izjemne, saj lahko ena miRNA vpliva na iz-
razanje ve¢ sto mRNA, izrazanje vsake mRINA pa lahko
uravnava ve¢ miRNA (1, 3). Na osnovi izracunov predvi-
devajo, da se na 3060 % sesalskih mRINA veZe vsaj ena
miRNA. Prav tako so dokazali, da igrajo miRNA po-
membno vlogo v razvoju tkiv in uravnavanju stevilnih ce-

KLINICNI POTENCIAL MIRNA

Celi¢ne, zaradi lazje dostopnosti in visoke stabilnosti pa
se posebej izvencelicne miRNA, so zanimive kot bioloski
oznacevalci za zgodnjo postavitev diagnoze, klasifikacijo,
napoved izida bolezni in predvidevanje odziva na zdravlje-
nje. Tezava pri njihovi vpeljavi v vsakdanjo klini¢no pra-
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licnih procesov, kot so: celicna diferenciacija, proliferacija,
presnova in apoptoza. Tako ne presenecajo dokazi o po-
vezavi spremenjenega izrazanja miRNA v celicah s pato-
fiziologijo mnogoterih bolezni, npr. z razli¢cnimi vrstami
raka, presnovnimi, nevrodegenerativnimi, sr¢nozilnimi
in misicnimi obolen;ji (4).

Poleg celi¢nih poznamo tudi izvencelicne miRNA, ki so
bile najprej odkrite v plazmi in serumu, te imenujemo tudi
cirkulirajoce miRNA, pozneje pa $e v Stevilnih drugih te-
lesnih tekocinah in izlockih. Izvencelicne miRNA so prese-
netljivo stabilne, saj jih pred razgradnjo z RNA-zami $citi
vezava s proteini iz druzine argonavtov (AGO2), z lipop-
roteini visoke gostote, lahko pa so vkljucene tudi v vezikle,
med katere uvrscamo eksosome, mikrovezikle in apopto-
ticna telesa. Fizioloska vloga izvenceli¢cnih miRNA Se ni
povsem pojasnjena. Lahko predstavljajo odpadni produkt
celic, vse ve¢ dokazov pa kaze, da so vpletene v medcelic-
no komunikacijo (5).

kso je razhajanje rezultatov studij, ki pri isti bolezni ne ka-
zZejo nujno povezanosti z enakim naborom miRNA (1, 6).
Vzrokov za to je vec in so povzeti v Tabeli I, vkljucujejo pa
tako lastnosti vzorca, predpripravo vzorca, metode mer-
jenja in tudi obdelavo izmerjenih podatkov.

m
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Se posebej velik izziv in potrebo po standardizaciji zaradi
nizkih koncentracij izkazuje merjenje izvencelicnih miR-
NA. Pri merjenju cirkulirajocih miRNA se lahko pojavi-
jo razlike med meritvami v serumu in plazmi; ¢e upora-
bimo plazmo, je pomemben izbor antikoagulanta, najbolj
priporocljiv je EDTA. Zaradi moznega sproscanja iz lev-
kocitov in trombocitov lahko vpliva stevilo krvnih celic,
pomemben je ¢as od odvzema do centrifugiranja in na-
¢in centrifugiranja, saj so razlike v profilu miRNA med s
trombociti bogato in s trombociti revno plazmo, prepre-
citi je treba hemolizo (2, 4, 5, 8, 9).

V eni izmed nasih studij smo iskali miRNA v plazmi kot
diagnosti¢ne oznacevalce za pomenopavzno osteoporo-
zo. V ¢lanku so podrobno opisani izbor bolnic in preisko-
vank v primerjalni kontrolni skupini, odvzem in ravnanje

z vzorcl, metoda izolacije in kvantifikacije miRNA. Kot
potencialni diagnosti¢ni oznacevalec smo odkrili miR-
-148a-3p, 1n sicer so bile vrednosti visje pri osteoporoz-
nih bolnicah, kar je v skladu s predhodnimi dokazi o nje-
ni vlogi v zaviranju razvoja osteoblastov in spodbujanju
razvoja osteoklastov (10).

miRNA imajo klini¢ni potencial tudi kot nove terapev-
tske tarce. Z boleznijo povezano pretirano izrazanje miR-
NA lahko namrec¢ zavremo z uporabo miRNA zaviralcev,
imenovanih antagomirji ali antimiR-ji. To so protismisel-
ni oligonukleotidi, ki se vezejo na endogeno miRNA in
1znicijo njen ucinek. Po drugi strani pa lahko pomanjka-
nje miRNA nadomestimo z eksogenim vnosom sintetic-

ne miRNA, t. 1. miRNA mimikov (4).

Tabela I: Dejavniki, ki vplivajo na izmerjene vrednosti miRNA (povzeto po (2, 4, 7-9)

Interindividualna variabilnost

* spol

 spremljajoce bolezni
Predanalizna faza
Vzorec

* nadin zivlienja (kajenie, fizi¢éna aktivnost, prehrana)

e vrsta vzorca (tkivo, vrsta telesne tekocine)
* &as odvzema (cirkadialni ritem, na tesée)
* procesiranje in shranjevanje vzorca do analize

Izolacija RNA

* izbor metode izolacije RNA

* shranjevanje izolirane RNA
Analizna faza
Metoda kvantifikacije miRNA

e miRNA mikromreza
+ miRNA sekvenciranje

» kakovost in koli¢ina izolirane RNA

* obratna transkripcija in kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem &asu

Poanalizna faza

Izraéun koncentracij miRNA iz surovih podatkov

+ normalizacija z uporabo enega ali nekaj endogenih referen¢nih genov
* normalizacija z uporabo enega ali nekaj eksogenih referenénih genov
* normalizacija z uporabo globalne sredine
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ZAKLJUCEK

Povzamemo lahko, da so miRNA pomembni regulatorji iz-
razanja genov in igrajo klju¢no vlogo v fizioloskih procesih
ter tudi v razvoju Stevilnih bolezni. Zato imajo miRNA ve-
lik klini¢ni potencial kot bioloski oznacevalci in nova sku-
pina terapevtskih tarc. Kot bioloski oznacevalci so zaradi
lazje dostopnosti $e posebej zanimive izvencelicne miRNA.
Za izkoriscenje potenciala miRNA v posamezniku prila-
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gojeni laboratorijski medicini je treba pridobiti nabor va-
lidiranih miRNA. Podrocje je se v zacetnih fazah, tezavo
predstavlja velika spremenljivost rezultatov razli¢nih stu-
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nah preiskovancev ter standardizirati predanalizne, ana-
lizne in poanalizne faze dela.
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Primeri predanalitskih neskladnosti

Greta Strakl

Splosna bolnidnica Murska Sobota, Oddelek za laboratorijsko diagnostiko

SZKKLM, Delovna skupina za predanalitiko (DS-PRE)

Kakovost oskrbe pacienta je odvisna od kakovosti vseh in-
formacij, ki jih zdravnik uporablja pri odloc¢anju o zdra-
vljenju. Vec kot 70 % klini¢nih odlocitev temelji na infor-
macijah, pridobljenih iz rezultatov laboratorijskih preiskav,
zato je kakovost le-teh izjemno pomembna. Analiza in po-
rocanje rezultatov, pridobljenih iz neustreznih in nekako-
vostnih vzorcev, lahko vodita do napak pri zdravniskih
odloc¢itvah. Iz tega razloga je za natanc¢no in pravocasno
porocanje rezultatov pomembno prepoznati, popraviti
in prepreciti napake v vsakem koraku celotnega postopka
testiranja (1). Celotni postopek laboratorijskega testiranja
lahko razdelimo na tri faze: predanalitsko, analitsko in
poanalitsko. Predanalitska faza je Se vedno glavni vir la-
boratorijskih napak (60-70%) vec¢inoma jih je mogoce pri-
pisati napa¢nemu ravnanju med odvzemom vzorcev, tran-
sportu in pripravi vzorcev za testiranje (1).

Odvzem krvi je ena najpogostejsih diagnosticnih metod
za zdravljenje in oceno tudi otroskih bolezni in stanj. Us-
pesnost odvzema krvi pri otrocth je odvisna od tehnic¢nih,
pstholoskih in pedagoskih vescin ter poznavanja preda-
nalitskih smernic in pasti. Otroci niso majhni odrasli. Pri
njih se pogosto izvaja kapilarni odvzem krvi, pri ¢emer je
hemoliza bolj pogosta kot pri venoznem odvzemu, prav
tako je volumen vzorca manjsi (3).

PRIMER 1

Laboratorij je prejel vzorec EDTA krvi in krvi brez anti-
koagulanta (za biokemijske preiskave) Stiriletnega otroka.
Vzorca krvi sta bila odvzeta v majhni, pediatri¢ni epruveti
z vijolicnim (EDTA kri) in rumenim zamaskom (kri brez
antikoagulanta). Obe epruveti sta bili prelepljeni s (pra-
vilnimi) podatki malega pacienta. Med naroc¢enimi pre-
1skavami so bili KKS, glukoza, urea, kreatinin, elektroli-
ti (Na, K, ClI) in CRP.
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Majhen skupni volumen krvi pri dojenckih in otrocih ome-
juje koli¢ino krvi, ki jo je mogoce varno odvzeti pri pedi-
atricnem bolniku. Volumen vzorca in predanalitske spre-
menljivke vplivajo na kakovost laboratorijskih preiskav. Ce
upostevamo pediatricno populacijo, imata med predana-
litskimi spremenljivkami pomembno mesto starost bolni-
ka in predvsem odvzem ter ravnaje z vzorci pred analizo.
Pri otrocih je odvzem vzorcev tehnicno zelo tezak in zah-
teva posebne vescine, usposabljanje in izkusnje. Ena od
posledic tezkega odvzema je, da dobimo hemolizirane ali
strjene vzorce in majhne kolicine krvi. Nezadostna koli-
¢ina krvi, odvzeta v epruvete z antikoagulantom, lahko
povzroc¢i napacne rezultate zaradi redcenja vzorca. He-
molizirani vzorci pri novorojenckih povzrocajo motnje
pri merjenju bilirubina. Pri otrocih je tezavno tudi zbira-
nje vzorcev urina (2). Neskladnosti vzorca, ne glede na to,
ali so povezane s kakovostjo ali koli¢ino, imajo velik vpliv
na rezultate, kar lahko vodi do stevilnih nezelenih klinic-
nih izidov, ki ogrozajo bolnikovo varnost. Delovna skupi-
na za predanalitiko pri SZKKM pripravlja priporocila in
zbira prakticne primere predanalitskih napak. V nadalje-
vanju je predstavljenth nekaj od $tevilnih zanimivih pri-
merov iz vsakdanje prakse, ki se pogosto pojavljajo pri pe-
diatri¢nih vzorcih.

Epruveta z vijolicnim zamaskom je bila takoj prenesena
v hematoloski laboratorij. Analiza KKS je bila opravlje-
na roc¢no po nekajkratnem mesanju krvi. Epruveta z ru-
menim zamaskom je bila prenesena v biokemijski labora-
torij in centrifugirana v centrifugi za pediatricne vzorce.

Meritev KKS ni bilo mogoce opraviti. Laboratorijsko ose-

bje je priroc¢ni analizi KKS delno odstranilo etiketo s po- »



datki o pacientu. Pri tem je ugotovilo, da je na dnu epruvete
gel. Epruveta je bila sicer zamasena z vijolicnim zamaskom.
Epruveta v biokemijskem laboratoriju je bila pregledana
po centrifugiranju (pred biokemijskimi preiskavami); za-
prta je bila z rumenim zamaskom, v njej ni bilo gela. Po
odstranitvi etikete je bil na epruveti najden zapis EDTA.

PRIMER 2

Laboratorij je istoc¢asno prejel vzorca krvi za hematoloske
in biokemijske preiskave dveh razli¢nih otrok. Vzorca krvi
za biokemijske preiskave sta bila odvzeta v majhni, pedi-
atricni epruveti z gelom in rumenim zamaskom (kri brez
antikoagulanta). Obe epruveti sta bili pravilno oznaceni
z identifikacijo malih pacientov in napolnjeni z enako, a
majhno koli¢ino krvi. Za oba mala pacienta so bile naro-
cene enake preiskave (KKS, glukoza, kreatinin in CRP).

Meritve KKS, CRP, kreatinina in glukoze za prvega pa-
cienta so bile opravljene v celoti. Za drugega sta bila po-
leg KKS izmerjena CRP in kreatinin, za glukozo je bilo
vzorca premalo. Laboratorijsko osebje je namesto rezulta-
ta za glukozo oznacilo kazalnik kakovosti predanalitskih
neskladnosti (Premalo vzorca za narocene preiskave) in o
tem obvestilo narocnika.

Narocnik, ki mu je bila javljena neskladnost za drugega
pacienta (premalo vzorca za meritev glukoze), se z naved-
bo laboratorijskega osebja ni strinjal. Obrazlozil je, da sta
imela oba mala pacienta enako kolic¢ino krvi v epruveti in
narocene enake preiskave, pri ¢emer je laboratorij za prve-
ga pacienta podal vse rezultate, za drugega pa ne. Naroc-
nik je zelel pojasnilo, zakaj je laboratorij navedel premalo
vzorca kot razlog zavrnitve meritve glukoze.

PRIMER 3

Laboratorij je prejel vzorec krvi brez antikoagulanta za bi-
okemijske preiskave in vzorec z inhibitorjem glikolize za
dolocitev laktata 63-letnega bolnika. Vzorci so bili poslani
1z urgentnega centra. Med narocenimi preiskavami so bili
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Laboratorijsko osebje je kontaktiralo oddelek in prosilo za
pojasnitev okolis¢in odvzema krvi. Izkazalo se je, da sta
bili obe epruveti odmaseni, po odvzemu krvi pa napacno
zamaseni — prislo je do zamenjave zamaskov. Laborato-
rijsko osebje je prav tako sumilo na prelivanje krvi iz ene
v drugo epruveto, zato je oba vzorca zavrnilo. Z oddel-
kom je bil dogovorjen ponovni odvzem krvi.

Kolic¢ina seruma po centrifugiranju krvi je odvisna od he-
matokrita. Hematokrit v krvi predstavlja volumski odnos
med koli¢ino krvnih celic in koli¢ino krvne plazme. Glede
na $tevil¢no vrednost oz. razmerje eritrocitov, trombocitov
n levkocitov v krvi povzemamo, da predstavlja hematok-
rit kar delez eritrocitov v krvi. Zato je hematokrit najbolj
odvisen od Stevila in velikosti eritrocitov v krvi, starosti,
spola, pa tudi od bolezenskih in drugih stanj (dehidraci-
ja, driska, bruhanje, znojenje). Obicajno je vecji delez eri-
trocitov (celic) v krvi povezan z manjsim delezem krvne
plazme in obratno.

Pri prvem pacientu je bil izmerjen hematokrit 0,37 oz. 37
%, stevilo eritrocitov pa 3,99x1012/L. Pri drugem pacien-
tu je bil izmerjen hematokrit 0,51 oz. 51 %, Stevilo eritro-
citov pa 4,66x1012/L. Kadar pripravljamo serum pedia-
tri¢nih vzorcev v majhnih epruvetah, iz majhne koli¢ine
krvi, lahko vsaka razlika v hematokritu vpliva na kolici-
no pridobljenega seruma. V primeru drugega pacienta je
bila zaradi vi§jega hematokrita koli¢ina seruma za nekaj
UL manjsa kot pri prvem, ravno toliko, da meritev gluko-
ze ni bilo ve¢ mogoce opraviti.

urea, kreatinin, elektroliti (Na, K, Cl), bilirubin in CRP
(Tabela 1). Izmerjeni sta bili nenormalno visoka vrednost
natrija (nad merilnim obmocjem) in nizka vrednost kalci-
ja (pod merilnim obmocdjem).
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Tabela 1: Rezultati laboratorijskih analiz

Preiskava Plazma Serum
Bilirubin 28,5 pmol/L 28,9 pmol/L
Na >196 mmol/L 141 mmol/L
K 3,76 mmol/L 3,92 mmol/L
Cl 103 mmol/L 108 mmol/L
Kalcij >0,05 mmol/L 1,97 mmol/L
Urea 5,8 mmol/L 5,9 mmol/L
Kreatinin 96 pmol/L 99 pmol/L
CRP 6 mg/L 6 mg/L
Laktat 1,5 mmol/L

Pri preverjanju originalnih primarnih vzorcev (analizi-
rani so bili vzorci v sekundarnih epruvetah) je bilo ugo-
tovljeno, da sta bila oba sekundarna vzorca odlita iz pri-
marne epruvete za laktat. Primarna serumska epruveta je
bila nedotaknjena. Vzorec seruma je bil ponovno analizi-
ran iz primarne epruvete.

PRIMER 4

Oddelek za transfuzijsko medicino je prejel vzorec dve leti
starega pacienta za koagulacijske preiskave, brez predhod-
no dokumentirane motnje koagulacije. Rezultati so zbra-
niv Tabeli 2.

Tabela 2: Rezultati laboratorijskih analiz

PC m
APTC !
7C !
Fibrinogen
Antitrombin
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V vzorcu seruma so bile izmerjene bistveno spremenjene
vrednosti za natrij in kalcij; laboratorij je s ponovno ana-
lizo primarnih vzorcev preveril vzrok za nastalo napako.
Po ponovni analizi ustreznega vzorca je bil izdan labora-
torijski izvid.

Pri otroku je bila nacrtovana odstranitev timpanostom-
skih cevk po anestezijskem postopku, predoperativni koa-
gulacijski testi pa so pokazali podalj$an protrombinski cas,
aktiviran delni tromboplastinski ¢as in trombinski cas, s

fibrinogenom in antitrombinom v referenc¢nih intervalih. >



Otrok je bil predhodno Ze obravnavan v tem laboratori-
ju. Takrat so bili rezultati koagulacijskih testov v mejah
normale. Iz anamnesti¢nih in klini¢nih podatkov je bila
izkljucena prirojena motnja koagulacije, z nadaljnjo pre-
iskavo pa so bili izkljuceni tudi neusklajenost vzorca, pri-
sotnost strdka in nenamerno zauzitje peroralnega anti-
koagulanta, kontaminacija s heparinom ali pomanjkanje
vitamina K. Sestra, ki je odvzela vzorce, je bila zmedena
in ni pojasnila, kako je potekal odvzem, je pa povedala,
da je odvzela istocasno tudi vzorec z EDTA.

Zaradi suma na prenos EDTA med odvzemom krvi je
bil 1sti dan odvzet $e en vzorec, vsi testi so bili ponovno
opravljeni. Rezultati vseh testov so bili v referencnih in-
tervalih (4).
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Zavrnitev vzorca z veckratnim odvzemom krvi je ved-
no nezelena posledica neskladnosti vzorca in predanalit-
skih napak, zlasti pri najbolj ranljivi populaciji — otrocih.
Preprecevanje napak je treba nacrtovati ob upostevanju
znacilnosti vzorcev, poslanih v laboratorij. Vsak medicin-
ski laboratorij mora v skladu s priporocili in smernicami
obcasno preveriti svoje lastne postopke. Z uporabo kazal-
nikov kakovosti je treba ugotoviti, kje se napake pojavljajo,
in na podlagi tega sprejeti preventivne in korektivne uk-
repe ter 1zvajati izobrazevanje nelaboratorijskega osebja,
ki odvzema vzorce, in tako zmanjsati tveganja napacnih
rezultatov zaradi neustreznih predanalitskih postopkov.
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POVZETEK PLENARNEGA PREDAVANJA

Future of Laboratory Medicine with emerging
new technologies and artificial intelligence

Sergio Bernardini
University of Rome Tor Vergata, Department of Internal Medicine &
Department of Clinical Biochemistry, Rome, Italy

E-mail: bernardini@med.uniromaZ2.it

It is essential to look to the future in order to proactively support
the quality and application of new technologies in Laboratory
Medicine.

The “Internet” has led to proactive and better informed patients.
This is supported by current opinion which has the emphasis for
the future placed on patient centred effective practice. Chronic
disease prevention, increased longevity of the population and pa-
tient demand for direct-to-consumer testing has already disrupted
practice and will continue to change the landscape of Laboratory
Medicine. The consumer is now clearly in the centre of the health
care strategy of P4 medicine (predictive, preventative, personalised
and participatory medicine).

We continue to see significant advances in technology, and in
response the role of the laboratory and the laboratory professional
continues to evolve. New working models between academics,
hospitals and in vitro diagnostic (IVD) companies (translational
medicine, companies on campus) need to be established to support
the quality and harmonisation of medical tests.

In particular the use of Data Science and its multiple sub-fields is
increasing and will participate to the transformation of Laboratory
Medicine. These technologies have the potential to address some
unmet clinical needs: they might enhance personalized patient care
and improve efficiencies in laboratory processes and care pathways.
However, such evolution is in its infancy, and the balance between
usability and desirability remains a matter of concerns. Some key
elements to facilitate the integration of Data Science to labora-
tory practices are the ability to multidisciplinary validation, the
guidance for best practices by international scientific societies and
the addressing of ethical challenges raised by artificial intelligence
and machine learning. In that respect, prospective validation of
Al systems are needed to ensure their reliability and integration
in an adequate body of positive soft law regulations should be
considered as being of the essence to address these ethical issues.

POVZETKI VABLJENIH PREDAVANJ

The potential of liquid biopsy in the
management of cancer patients

Evi Lianidou
National and Kapodistrian University of Athens, Department

of Chemistry, Laboratory of Analytical Chemistry, Analysis of
Circulating Tumor Cells (ACTC) Lab, Athens, Greece

E-mail: lianidou@chem.uvoa.gr

Over the last decade, liquid biopsy has gained much attention
as a powerful tool in personalized medicine, since it enables
monitoring cancer evolution and follow-up of cancer patients
in real time. Through minimally invasive procedures, liquid
biopsy provides important information through the analysis of
Circulating Tumor Cells (C'TCs), and circulating tumour-deri-
ved material like circulating tumour DNA (ctDNA), circulating
miRNAs (cfmiRNAs) and extracellular vehicles (EVs). C'TCs and
ctDNA analysis has already an important impact on the prognosis,
detection of minimal residual disease (MRD), treatment selection
and monitoring of cancer patients, while recent data show also
its potential for early cancer diagnosis. Numerous clinical trials
include now a liquid biopsy arm, and functional studies mainly
based on CTC derived cell-lines and C'TC derived explants (CDx)
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provide important insight on the metastatic process. The recent
findings in the field of liquid biopsy and the benefits and main
clinical applications of C'TC and ctDNA analysis in solid tumors
are summarized in this presentation.

Plazemske RNA v prouéevanju aterogeneze
Plasma RNA:s in study of atherogenesis

Darko Cerne
Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Kliniéni institut za kliniéno
kemijo in biokemijo, Ljubljana, Slovenija

E-mail: darko.cerne@kclj.si

Cell-free nucleic acids analysis has recently emerged as a novel
research tool in atherosclerosis practice and research. It offers
diagnosis and prognostic evaluation of acute coronary syndrom,
prediction of cardiovascular disease, non-invasive early detection
of atherosclerosis, and study of novel pathological mechanisms of
atherogenesis in vivo. Various issues of treatment of atherosclerosis
in vivo are being addressed as well. We hypothesised that, in pati-
ents with coronary atherosclerosis, it is possible to measure plasma
mRNA levels from genes responsible for plaque development and



destabilization. We evaluated and optimised available methods for
RNA isolation, mRNA transcription and quantitative PCR, in order
to achieve reliable mRNA quantification. mRNA level was possible
to quantify from plasma of patients with coronary atherosclerosis,
as well as from healthy volunteers, from genes encoding cathepsin
S, cathepsin B, CD40 molecule, monocyte chemotactic protein
1, death-associated protein kinase 1, matrix metallopeptidase 9,
vascular cell adhesion molecule 1 and phosphoglycerate kinase 1
(reference gene). Analytical between-run imprecision of average
threshold cycle, expressed as coeflicient of variation, was below
2 %. Importantly, this offers a unique simultaneous measurement
of mRNA and protein levels in a single plasma sample as a new
research tool in the study of atherogenesis.

1. Mijovski MB, Boc V, Fonovic UP, Marc J, Blinc A, Kos J et al. Increased
Plasma Cathepsin s at the Time of Percutancous Transluminal Angioplasty
is Associated with 6-months‘ Restenosis of the Femoropopliteal Artery. J

Med Biochem. 2018;37(1):54-61.

2. Cerne D, Bajalo JL. Cell-free nucleic acids as a non-invasive route for inve-
stigating atherosclerosis. Curr Pharm Des. 2014;20(31):5004-9.

3. Mirjanic-Azaric B, Rizzo M, Sormaz L, Stojanovic D, Uletilovic S, So-
din-Semrl S et al. Atorvastatin in stable angina patients lowers CCL2 and
ICAMI expression: pleiotropic evidence from plasma mRNA analyses. Clin
Biochem. 2013;46(15):1526-31.
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RNA zunaijceliénih veziklov kot bioloski
oznaéevalci razvoja sladkorne bolezni tipa 1
RNA from extracellular vesicles as biomarkers
of type 1 diabetes

Tine Tesovnik', Jernej Kova&', Maruia Debeljak’, Tadej
Battelino®*, Katarina Trebusak Podkrajsek"*
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Sladkorna bolezen tipa 1 (SBT'1) je metabolna bolezen pomanjkanja
lastnega inzulina, ki jo povzroci avtoimunsko unicenje celic beta
trebusne slinavke. Osebe s SBT'1 posledi¢no potrebujejo zahtevno
dozivljenjsko terapijo z eksogenimi odmerki inzulina in rednim
dolocanjem ravni krvnega sladkorja, saj lahko le tako preprecijo
nastanek zapletov SBT1. Nastanck avtoimunskega procesa, ki
privede do unicenja celic beta, katere proizvajajo inzulin, $e vedno
ni pojasnjen. Vecina preiskav se osredotoca na genetske in okoljske
dejavnike tveganja razvoja bolezni, vendar pa je najverjetnejsi
vzrok avtoimunosti napaka v medcelicni komunikaciji, kjer igrajo
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pomembno vlogo tudi zunajceli¢ni vezikli (ZV). ZV so 10-1000 nm
velike, mehurckom podobne strukture, ki jih v nasem organizmu v
medceli¢nino izlocajo celice z namenom medcelicne komunikacije
in prenosa molekul. V nasi preiskavi smo preiskovali znacilnosti in
vlogo ZV pri osebah s SBT'1 [1]. V prvi fazi nase raziskave smo
izolirali ZV krvne plazme in s elektronsko mikroskopijo dokazali
obstoj ZV s proteini, znacilnimi za celice beta. V naslednjem ko-
raku smo s sekvenciranjem naslednje generacije in bioinformatsko
analizo opredeli znacilno izrazene mikroRNA (miRNA) molekule
ZN krvne plazme pri preiskovancih z novoodkrito SBT1, 10-let tra-
jajoco SBT'1, transplantirancih Langerhansovih otockov in zdravih
preiskovancih. Sledila je opredelitev imunomodulatorne funkcije
izbranih miRNA z razli¢nim izrazanjem pri SBT1 in propadu celic
beta. Dokazali smo, da se miRNA dostavljene z ZV kopicijo v krvnih
fagocitih in lahko povzrocijo povecano citotoksi¢nost in proliferacijo
celic imunskega sistema ter povecano spro$¢anje proinflamatronih
citokinov. Izsledki nase raziskave kazejo na pomembno vlogo ZV
in njihovih miRNA pri regulaciji delovanja imunskega sistema in
razvoju avtoimunosti SBTT [1].

Kljuéne besede: zunajceli¢ni vezikli, miRNA, sladkorna bolezen
tipa 1

1.Tesovnik T, Kova¢ J, Pohar K, Hudoklin S, Dov¢ K, Bratina N, idr. Extra-
cellular Vesicles Derived Human-miRNAs Modulate the Immune System
in Type 1 Diabetes. Front Cell Dev Biol. 2020;8:202.

Mitohondrijska DNA kot biooznaéevalec v
diagnostiki raka prostate

Mitochondrial DNA as a biomarker in prostate
cancer diagnostics

Irena Prodan Zitnik', Iztok Ditz?, Tomaz Smrkol?,

Jozko Osredkar'?

'Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Slovenija
2Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Ljubljana, Slovenija
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Rak prostate je v Sloveniji najpogostejsa oblika raka pri moskih.
Zgodnje odkrivanje je bistvenega pomena za uspesno zdravlje-
nje in zmanjsanje umrljivosti. Smernice Evropskega uroloskega
zdruzenja za diagnostiko raka prostate vkljuc¢ujejo dolocanje
prostata specificnega antigena (PSA) in digitalni rektalni pregled,
ob pozitivnem rezultatu pa $e magnetno resonancno preiskavo
(MRI) in v primeru sumljivih lezij biopsijo prostate s histopato-
loskim pregledom za potrditev suma na maligno obolenje. PSA
ima nizko diagnosti¢no specificnost in njegova siroka uporaba v
zadnjih desetletjih je privedla do prekomernega diagnosticiranja
in prekomernega zdravljenja raka prostate, zato se je pojavila
potreba po novih diagnosti¢nih oznacevalcih, s katerimi bi lahko
odkrili bolnike s klinicno pomembnim rakom prostate in zmanjsali
delez nepotrebnih biopsij.
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Znano je, da mutacije v mitohondrijski DNA (mtDNA) po-
membno prispevajo h kancerogenezi pri Stevilnih vrstah raka.
3,4 kb dolga delecija podrocja mtDNA, ki kodira nekatere po-
denote NADH dehidrogenaze in nekatere tRNA, je obetaven
biooznacevalec v diagnostiki raka prostate. Povisane vrednosti
mtDNA z delecijo so prisotne v malignih celicah prostate, ne pa
tudi v zdravih celicah ali pri benignih spremembah prostate, npr.
pri hiperplaziji ali vnetju. Zaradi visokega stevila kopij mtDNA,
lahko delecijo dolocamo v izvencelicni DNA v plazmi. Test je
namenjen moskim nad 45. letom starosti, s koncentracijo PSA
do 10 pg/L, pri katerih lahko rezultat pomembno prispeva k
odlocitvi za biopsijo. Klini¢ne raziskave so pokazale, da diagno-
sticna ob¢utljivost testa znasa 92%, specificnost 71% in negativna
napovedna vrednost 96-100%, zato predstavlja ucinkovito orodje
za prepoznavo klinicno pomembnega raka prostate, s katerim
bi lahko zmanjsali delez nepotrebnih biopsij.

Leadership & Team Development: Success
Together

Pradeep K. Dabla

Maulana Azad Medical College, G. B. Pant Institute of

Postgraduate Medical Education & Research (GIPMER),
Department of Biochemistry, Govt. of Delhi, India

E-mail: pradeep_dabla@yahoo.com

Team 1s described simply as “a group of people who are working
through collective endeavour toward a common goal”. Effective
team working is an essential ingredient for any organisational
success. Successful teams can help transform an organisation,
increase outputs and deliver on organisational objectives. It is
crucial in supporting how we blend the invaluable skills, capabili-
ties, knowledge, experience and diversity of staft to develop a new
culture and vision with leadership and foremost participation at
is heart. This topic covers range of attributes and real time model
for successful teamwork in context of IFCC-TFYS.

International Federation of Clinical Chemistry & Laboratory
Medicine (IFCC) recognized the need for a support group to
help young scientists for promoting the essential contribution of
laboratory medicine at the centre of healthcare. Thus to address
these challenges, Task Force - Young Scientists (TT'YS) was consti-
tuted in 2010. The aim of TF-YS is to ensure that young scientists
make a significant and growing contribution to the activities of
IFCC and other National programmes. IFCC-TFYS able to cross
the barrier and created a strong young scientists support group
involving more than 30 global IFC.C member countries covering
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global regions. We use modern information technology & social
media to establish networks and facilitating the communication,
24/7 using Facebook, Twitter, Linked In and others. We partnered
with other National and International societies to deliver educa-
tional workshops, trainings, mentorship programmes, webinars
to learn perspectives & principles of Laboratory Management &
Leadership namely “IFCC-TFYS Survey”, “IFCC-TFYS Men-
torship Programme”, “Research Booklet”, “Young Scientists
Awards & Grants”, Webinars and Lab-Surfing. TFYS is working
with commitment to help the new generation facing challenges in
the field of laboratory medicine. Thus, there are different crucial
elements of team work such as composition of teams, working
together; motivation and the leadership within teams that con-
tribute to develop a quality results successfully.

For more Information: https://www.ifcc.org/task-force-young-sci-
entists-web-pages/

IFCC TF-YS Networking with millennials,
preparing for the future

Santiago Fares-Taie
Laboratorio Fares Taie, Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina

E-mail: sfarestaie@hotmail.com
Millennials will comprise the majority of the workforce by 2025.

Identifying the needs of this generation and designing programmes
to fulfill these needs is crucial to train the future leaders.

Some characteristics of this generation are inclusivity, entrepre-
neurial drive, collaboration and eager to learn. Following these
attributes, and data from surveys, the IFCC Task Force Young
Scientists (TFYS) is constantly designing programmes and acti-
vities according to the actual requirements.

During the lecture you will find out the importance of having You-
ng Scientists groups (local, regional and international), promoting
participation and commitment in the design and implementation
of activities.

Moreover, you will learn about the different activities and pro-
grammes available in the IFCC TTFYS: Lab-Surfing.com, PSEP,
Webinars, Mentorship programme, Research booklet, YS FO-
RUM, Leadership workshop, LiveMyLab among others.
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Kaksne moznosti / orodja za izobrazevanije
nudi EFLM mladim v laboratorijski medicini?

What educational tools and resources does
EFLM offer to young scientists in Laboratory
Medicine?

Evgenija Homsak
Univerzitetni klini¢ni center Maribor, Oddelek za laboratorijsko
diagnostiko, Maribor, Slovenija

E-mail: Evgenija. HOMSAK®@ukc-mb.si

Evropsko zdruzenje za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino
(EFLM) je kljucna strokovna organizacija za podrocje klini¢ne
kemije in laboratorijske medicine, ki zdruzuje in povezuje stro-
kovna nacionalna zdruzenja (NZ) in njihove ¢lane znotraj Evrope.
Strokovnjaki iz NZ se preko razlicnih vlog aktivno vkljucujejo in
delujejo v razli¢nih odborih in delovnih skupinah. Strokovni odbor
(Professional Committee) (C-P) skrbi za prepoznavnost poklica
in zastopa strokovne interese specialistov laboratorijske medici-
ne po vsej Evropi preko vodenja registra evropskih specialistov
(EuSpLM), pripravlja in skrbi za u¢ni nacrt (EFLM Syllabus) kot
temelj specialisti¢nega izobrazevanja in skupnega izobrazevalnega
okvirja (Common Training Framework), ki omogoca harmoniza-
cijo stroke na osnovi sprejetih izobrazevalnih standardov (EoS) za
clanice EU/EFLM. Pomembno vlogo ima tudi pri vodenju EFLM
akademije, ki omogoca njenim ¢lanom $tevilne ugodnosti v smislu
izobrazevanja in profesionalnega razvoja. Cilj prizadevanj EFLM
in C-P je doseganje EoS v vseh drzavah EFLM in dvig ravni stro-
kovnega znanja in ves¢in na vseh podrocjih laboratorijske medicine.
Z.a dosego tega cilja je EFLM v okviru delovanja svojih strokovnih
enot razvilo vec¢ orodij in moznosti za dodatno izobrazevanje in
usposabljanje: podiplomske tecaje (Biostatistika, Priprava strokov-
nega clanka, Vescine vodenja), projekt EFLMLabX izmenjave
prakti¢nih znanj in vescin preko spletne platforme EFLM (https://
eflmlabx.eflm.eu/en), kjer lahko potencialni uporabniki (speciali-
zanti in specialisti) 13¢ejo in se prijavijo za prakso/obiske/raziskave
v razlicnih laboratorijih/institucijah po drzavah EFLM; razlicne
spletne strokovne seminarje; Syllabus tecaje (Syllabus Courses) z
vec¢ kot 350 posnetimi predavanji, ki zajemajo celotno tematiko
EFLM Syllabusa ter vsa podrocja laboratorijske medicine in so
pomembno dodatno uc¢no orodje za specializante/specialiste za
njihov profesionalni razvoj.

Sekcija mladih pri SZKKLM-vizija za
prihodnost

YS section of the SZKKLM - the vision for the
future
Rok Kogoviek

Univerzitetna klinika za pljuéne bolezni in alergijo Golnik, Golnik,
Slovenija

E-mail: rok.kogovsek@klinika-golnik.si

Promocija laboratorijskega dela ter motiviranje in spodbujanje
mladih strokovnjakov s podrocja laboratorijske medicine, k ak-
tivnemu sodelovanju v zdruzenjih in zbornici kot tudi na samem
delovnem mestu, je ena izmed pomembnih aktivnosti, ki pripo-
morejo k $iritvi prepoznavnosti stroke in njenemu nadaljnjemu
razvoju. Z zeljo po vedji prepoznavnosti SZKKLM med mladimi in
njihovo ve¢jo vkljucenostjo smo na studente Studijskega programa
Laboratorijska biomedicina ter ¢lane zdruzenja naslovili anketo o
njihovem videnju SZKKLM in predlogih za izboljsanje. V anketi
je sodelovalo 62 oseb, od tega 44 clanov zdruzenja. 29 anketirancev
je bilo studentov. Na vprasanje, kako dobro poznajo SZKKLM,
je vecina anketirancev odgovorila, da slabo do zmerno. S slabo,
so poznavanje ocenili ve¢inoma neclani zdruzenja. Na vprasanje
o poznavanju aktivnosti povezanih z mladimi v Evropski zvezi
klini¢ne kemije in laboratorijske medicine (EFLM) in Mednarodni
zvezi za klini¢no kemijo in laboratorijsko medicino (IFCC) ter o
moznostih/orodjih, ki jih ponujata, je vecina odgovorila, da ne
ve nicesar oziroma da tega ne spremlja. (1,2,3) Pri vprasanju o
vkljucenosti mladih v SZKKLM vecina anketirancev meni, da so
mladi slabo do zmerno vkljuceni v dejavnosti zdruzenja ter da bi
le-to morali povecati. Idejo o ustanovitvi sekcije mladih podpira
ve¢ kot polovica vprasanih, vec¢ina teh s pritrdilnim odgovorom,
bi bila pripravljena zmerno do zelo aktivno v njej tudi sodelovati.
Glede na rezultate ankete in po vzoru EFLM in IFCC bi tudi v
SZKKLM lahko ustanovili skupino/sekcijo mladih. Njen namen
bi bil, v prvi vrsti, osves¢anje mladih ¢lanov in studentov o aktiv-
nostih doma in po svetu ter njihovo povezovanje. Zato bi bilo, tudi
glede na rezultate ankete, poleg spletne strani, smiselno vpeljati
dodaten komunikacijski kanal.

1.Bau¢a JM, Imperiali CE, Robles J, Dfaz-Garzén J, Vuljanic D, Begovic E, et
al. Thoughts and expectations of young professionals about the European
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM). Clin
Chem Lab Med [Internet]. 2020 [cited 2022 Apr20];59(1):71-7. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32628627/

2.European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(EFLM) [Internet]. Task Group: Young Scientists; [cited 2022Apr20].
Available from: heeps://www.cflm.cu/site/page/a/1725

3.The International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) [Internet]. Task Force Young Scientists; [cited 2022 Apr20]. Available
from: https://www.ifcc.org/task-force-young-scientists-tf-ys/
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Pristopi personalizirane medicine za
raziskovanje in uporabo novih biomarkerjev

Personalised medicine approaches for
investigation and application of new biomarkers

Vesna Gorenjak
Lek Pharmaceuticals d.d., Sandoz Development Center Slovenia,
Slovenia

E-mail: gorenjak.vesna@gmail.com

Biomarkers are one of the crucial elements in the implementation
of new risk prediction and prevention strategies against common
chronic diseases. Personalised medicine developed sophisticated
approaches, including “-omics” methodologies, to identify bio-
markers linked with common diseases risk factors and molecular
pathways. Inspired by diverse genetic and epigenetic tools that
help to elucidate complex mechanisms of gene regulation, we
investigated regulatory pathways related to different risk factors
for chronic diseases and molecules, commonly involved in patho-
logical onsets.

The three main molecules of our interest were triggering receptors
expressed on myeloid cells (TREM?2), vascular endothelial growth
factor A (VEGF-A) and telomere length (TL) and were studied
mainly in the supposed healthy population of the STANISLAS
Family Study, a 10-year longitudinal cohort. The employment of
diverse methodologies for the investigation of common chronic
diseases risk factors and pathways provided new diagnostic markers
and generated results, which could help to improve the diseases
risk prediction based on the individual genetic “make-up™:

The investigation of genetic variants, located in the region of the
TREM2 gene identified new risk allele for inflammatory diseases
and atherosclerosis. The use of an epigenome-wide association
studies (EWAS) unravelled novel epigenetic biomarkers, related
to common diseases risk factors: central obesity and increased
lipid levels, as well as VEGF-A concentrations. Association studies
reviled common regulation pathways between VEGF-A (protein
and mRNA isoforms) and cytokines (IL-4, MCP1, EGF, IL-1a
and IL-6), important mediators of common physiological pathways
of the majority of chronic diseases. Finally, through association
of genetic variants related to VEGF-A levels with TL attrition
(calculated as a ratio between leukocyte T, and muscular TL),
a genetic variant that could present a common denominator of
chronic diseases has been discovered.

The increasing knowledge of genetic regulation involved in mo-
lecular processes that present higher risk for chronic diseases is
intended to serve us in early diagnostics of individuals with high
potential for acquiring a chronic disease. This “premature” tests
could help to establish early preventive therapies and thus decrease
the overall prevalence of common chronic diseases.
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Prepoznavanje kandidatnih mikroRNA,
vpletenih v razvoj in napredovanije
nefropatije pri bolnikih s Fabryjevo
boleznijo

Identification of candidate microRNAs
associated with development and progression
of nephropathy in Fabry disease patients

Tina Levstek
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo in
molekularno genetiko, Ljubljana, Slovenija

E-mail: tina.levstek@mf.uni-lj.si

Fabryjeva nefropatija je eden najpomembnejsih vzrokov za zgodnjo
obolevnost in umrljivost bolnikov s Fabryjevo boleznijo (FB). Tre-
nutni oznacevalci ledvi¢ne funkcije so pozni pokazatelji ledvicne
okvare in ne omogocajo napovedi poteka bolezni. MikroRNA
(miRNA) so nekodirajoce RNA, ki vplivajo na stevilne celicne
funkcije preko uravnavanja izrazanja genov. Njihovo spremenje-
no raven so dokazali pri stevilnih ledvi¢nih boleznih. Zato je bil
namen raziskave prepoznati tiste miRNA, ki vplivajo na razvoj in
napredovanje Fabryjeve nefropatije. V raziskavo je bilo vkljucenih
deset bolnikov s FB in deset po starosti in spolu ujemajocih kon-
trolnih preiskovancev. Bolnike smo razdelili v dve skupini glede
na ocenjeno hitrost glomerulne filtracije. Najprej smo z velikostno
izkljucitveno kromatografijo iz vzorcev urina izolirali zunajceli¢ne
vezikle, iz katerih smo nato izolirali miRNA. S kvantitativnim PCR
in komercialno dostopnimi paneli smo dolocili raven 87 miRNA.
Ugotovili smo, da se je raven miR-222-3p, miR-221-3p, let-7i-5p,
miR-21-5p in miR-365a-3p med bolniki s F'B s stabilno ledvicno
funkcijo in kontrolnimi preiskovanci razlikovala za vec kot 1,5-krat
ter je bila hkrati tudi statisticno znacilno razlicna. Med bolniki
z napredujoco nefropatijo in kontrolnimi preiskovanci pa so to
bile miR-10b-5p, miR-22-3p, let-7f-5p, miR-30a-5p, miR-30c-5p,
miR-30d-5p, miR-15a-5p, miR-204-5p in miR-21-5p. Izmed teh
miRNA smo izbrali sedem miRNA, katerih raven bomo dolocili
na vedji kohorti bolnikov in yjemajocih kontrolnih preiskovancev.
Kronoloska korelacija ravni miRNA pri bolnikih s FB, ki imajo
razlicno hitrost napredovanja nefropatije, bi lahko omogocila
opredelitev tistih dejavnikov, ki so pomembni za razvoj oz. dina-
miko razvoja ledvicnih zapletov in s tem izboljsala razumevanje
patofiziologije Fabryjeve nefropatije.

Kljuéne besede: Fabryjeva nefropatija, mikroRNA
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Specifié¢ni humoralni in avioimunski odziv na
cepljenje proti covidu-19

Specific humoral and autoimmune response to
COVID-19 vaccination
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Pojav SARS-CoV-2 je vodil v hiter razvoj cepiv in raziskovanje
njihove varnosti in ucinkovitosti za preprecevanje covida-19 v
realnem svetu je izrednega pomena. V raziskavi smo vrednotili
specificni humoralni imunski in morebiten nezelen avtoimun-
ski odziv na cepljenje s cepivom mRNA BNT162b2 (Pfizer in
BioNTech) pri zaposlenih v UKCL. Serume smo zbirali pred
cepljenjem in po prvem (n=41), po drugem (pet odvzemov v 12
mesecih, n=288) ter po tretjem odmerku (n=156) cepiva. Dolocali
smo koncentracije protiteles IgG proti beljakovini bodice (angl.
spike, S) SARS-CoV-2 (protitelesa S) s SARS-CoV-2 QuantiVac
ELISA (Euroimmun), avtoprotitelesa proti znotrajceli¢nim in
topnim jedrnim antigenom ter antifosfolipidna protitelesa (n=58).
Naivni preiskovanci so imeli po prvem odmerku znacilno nizje
koncentracije protiteles S (mediana 253 BAU/mL) kot prebolevniki
(mediana 3648 BAU/mL). Po drugem odmerku so se koncentracije
protiteles S zvisale le pri naivnih preiskovancih (mediana 3216
BAU/mL). Koncentracije protiteles S so bile v vseh ¢asovnih tockah
znacilno vi§je pri prebolevnikih. Tretji odmerek je dodatno zvisal
koncentracije protiteles S (mediana 4844 BAU/mL pri naivnih
preiskovancih in 5845 BAU/mL pri prebolevnikih) na nivoje, ki
so presegli nivoje po drugem odmerku. Avtoprotitelesa smo na
novo odkrili pri 5/28 (18 %) predhodno negativnih naivnih prei-
skovancih in pri nobenemu predhodno negativnemu prebolevniku.
Vseh pet preiskovancev je imelo nizke nivoje avtoprotiteles (dva
avtoprotitelesa proti znotrajcelicnim antigenom in trije antifos-
folipidna protitelesa) in le pri dveh smo potrdili njihovo trajno
prisotnost (antifosfolipidna protitelesa anti-B2GPI IgG). Nasa
raziskava je pokazala, da cepivo BNT162b2 inducira specificni
humoralni imunski odziv proti SARS-CoV-2, ki se razlikuje med
naivnimi preiskovanci in prebolevniki, medtem ko pomembnega
avtoimunskega odziva nismo zasledili.

Laboratorijska medicina: strokovno
znanstvena revija Slovenskega zdruzenja za
kliniéno kemijo in laboratorijsko medicino
za vse generacije strokovnjakov

Laboratory Medicine: professional scientific
journal of the Slovenian Association for Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine for all
generations of experts

Katarina Trebusak Podkrajek

Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo in
molekularno genetiko, Ljubljana, Slovenija

Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klinicni
institut za specialno laboratorijsko diagnostiko, Ljubljana, Slovenija

E-mail: katarina.trebusakpodkrajsek@mf.uni-lj.si

Laboratorijska medicina je revija, ki jo izdaja Slovensko zdru-
zenje za klinicno kemijo in laboratorijsko medicino (SZKKLM).
Poslanstvo revije je seznanjanje slovenske strokovne javnosti z
novostmi in smernicami iz tega podrocja. V ta namen objavljamo
izvirne znanstvene, pregledne znanstvene in strokovne clanke
ter aktualne novosti, zanimivosti in porocila iz SirSega podrocja
Laboratorijske medicine. Tako revija objavlja prispevke iz pod-
ro¢ja klini¢ne biokemije, laboratorijske hematologije, kakovosti in
akreditacije medicinskih laboratorijev, laboratorijske medicinske
genetike, pacientu prilagojene laboratorijske medicine pa tudi la-
boratorijske patologije s citologijo, laboratorijske mikrobiologije in
laboratorijske transfuzijske medicine. Laboratorijska medicina ima
urednisko politiko, za kakovost prispevkov skrbimo glava urednica
in podro¢ni uredniki. Vsi prispevki so recenzirani. Posamezen
prispevek namrec pregledata dva neodvisna recenzenta, ki ocenita
ali je primeren za objavo, ter lektor za slovenski ali angleski jezik.

Revija pokriva izredno dinamic¢no in hitro razvijajoce se podrocje.
Cilj revije je, da postane medij za porocanja razvojnih in raziskoval-
nih dosezkov za slovenske in tuje strokovnjake in raziskovalce. Tako
bo revija omogocala hitro in enostavno seznanjanje z novostmi in
bo sluzila kot most med razvojem in raziskavami ter strokovnjaki
iz tega podro¢ja. Zelimo, da Laboratorijska medicina postane
uveljavljen nacin stalnega izobrazevanja in izpopolnjevanja za vse,
naj bodo to ze uveljavljeni strokovnjaki, strokovnjaki na zacetku
svoje poti ali pa Studenti.
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How to estimate kidney function in 2022

Joris Delanghe
Ghent University, Department Clinical Chemistry, Ghent, Belgium

E-mail: Joris.Delanghe@UGent.be

In practice, GFR is estimated (eGFR) from endogenous marker
concentrations. There remains a lack of accuracy for the current
eGFR approaches. Clearances of exogenous markers are considered
the most accurate way to evaluate kidney function (measured GI'R,
mGFR). As standardized protocols are lacking, the mGFR value may
be biased. Inulin clearance has long been considered as the reference
method to determine measured mGFR. Given the limitations of
serum creatinine, and inulin, non-radioactive (iohexol, iothalamate)
and radioactive exogenous mGFR markers are considered the most
accurate options to evaluate GIFR. mGFR procedures are complex
and are associated with a degree of error. The limited 51Cr-EDTA
availability, lacking certified reference materials for iohexol, iohexol
is an off-label IVD, and lacking uniform protocols lead to varying
results and question the merits of mGFR methods as a golden stan-
dard to evaluate kidney function. Regulatory issues are narrowing the
clinical use of mGFR. There is a call for standardization of mGIR.

The most accurate creatinine-based GFR-estimating equation

(CKD-EPI 2009 equation) has its limitations. Its main limitation

is the imprecision in estimating mGFR. Current creatinine-based

equations have lower accuracy in ethnic groups other than whites

and Afro-Americans. Serum cystatin C has been proposed as an

alternative: it is less influenced by muscle mass than creatinine, a

significantly higher accuracy is found for eGFRer-cys in compari-
son with eGFReys and eGIFRer. Cystatin C equations have been

developed, which perform as well as the CKD-EPI 2012 equati-
ons. The combined equation is not independent of eGFRer and

requires specification of ethnicity. The 2012 CKD-EPI eGFRcys

equation can be used without specifying ethnicity but is not more

accurate than the 2009 CKD-EPI eGFRer equation.
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Jadecare - integrirana oskrba na podroéju
kroniéne ledviéne bolezni

Jadecare - integrated care in the field of
Chronic Kidney Diseases (CKD)
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Kroni¢na ledvi¢na bolezen (KLB) postaja v Evropi in pri nas glavni
zdravstveni in stroskovni problem, saj je povezana z veliko obolev-
nostjo, smrtnostjo in stroski zdravljenja. KLLB ima ze vsaka deseta
odrasla oseba, saj je v veliki meri posledica najpogostejsih bolezni
sodobnega casa — zvisanega krvnega tlaka, sladkorne bolezni in
sr¢no-zilnih bolezni. Glede na epidemioloske raziskave v Evropi
predvidevamo, da ima KLB trenutno v Sloveniji 150.000 do 200.000
[judi in da bo stevilo bolnikov s KLB v prihodnje Se narascalo. V
okviru EU projekta Jadecare v sodelovanju med Slovenskim nefro-
loskim drustvom - SZD, Zdruzenjem zdravnikov druzinske medicine
- SZD, Slovenskim zdruzenjem za klini¢no kemijo in laboratorijsko
medicino, Zvezo drustev ledvicnih bolnikov Slovenije in Zavodom
za zdravstveno zavarovanje Slovenije zato pripravljamo nov celovit
pristop za obvladovanje KLB. Cilji nasega sodelovanja so: imple-
mentirati optimalne presejalne preiskave za zgodnje odkrivanje KL.B
priskupinah z ve¢jim tveganjem, optimizirati prehajanje pacientov s
KLB med primarnim, sekundarnim in terciarnim nivojem, izboljsati
in poenostaviti komunikacijske poti, preuciti moznosti in vzpostaviti
ustrezno informacijsko podporo za prenos podatkov iz primarnega
na specialisticni nivo, vkljuciti edukacijo o KL.B v preventivne pro-
grame otrok in odraslih s ciljem ohranjanja zdravega nacina zivljenja
ter uvesti edukacijo o KLB in Zelenih ciljih zdravljenja za doseganje
najvecjega sodelovanja bolnika ves ¢as trajanja bolezni na vseh nivojih
obravnave. S spremembo pristopa k obvladovanju KL.B je povezana
tudi posodobitev dosedanjega obracunskega sistema in racionalna
poraba sredstev. Kon¢ni cilji so izbolj$anje zdravja populacije, opol-
nomocenost bolnikov s KLB, podaljsanje kakovostnega zivljenja,
njihove delazmoznosti in socialne vklju¢enosti.

Referenéna metoda za doloéanije hitrosti
glomerulne filtracije

Reference method for determination of
glomerular filtration rate

Janez Klavz

UKC Maribor, Oddelek za laboratorijsko diagnostiko, Maribor,
Slovenija

E-mail: jani.klavz@ukc-mb.si

Zanesljiva in natanc¢na dolocitev hitrosti glomerulne filtracije
(angl. glomerular filtration rate, GFR) je v klini¢ni praksi ter
epidemioloskih in klini¢nih raziskavah izjemnega pomena (1).
Merjenje ocistka inulina je v preteklosti veljalo za zlati standard
doloc¢anja GIR, vendar je ta metoda neprakti¢na za uvedbo v



rutino in povezana z visokimi stroski. V ospredje tako stopajo
druge metode, kjer merimo ocistek s pomocjo kontrastnih ozna-
cevalcev. Ioheksol je neionsko jodirano kontrastno sredstvo, ki se
najpogosteje uporablja kot alternativa inulinu pri dolo¢anju GFR.
Njegove prednosti so nizka cena, enkratna aplikacija majhne ko-
licine ter s tem povezana majhna toksicnost (2). V. UKC Maribor
smo v sodelovanju z Institutom Mario Negri v Bergamu (Istituto
di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS) uspesno uvedli
protokol za doloc¢anje GFR z uporabo ocistka ioheksola. Analiza
vzorcev po aplikaciji poteka s pomocjo visokolocljivostne tekocinske
kromatografije (angl. High Performance Liquid Chromatography,
HPLC)). Dolocanje vsebnosti ioheksola v bioloskem materialu je
relativno enostavno, metoda ima visoko obcutljivost in specificnost
ter nizko medlaboratorijsko variabilnost. Priprava vzorcev za
analizo je hitra, oznacevalec pa ima tudi dolgotrajno stabilnost
v bioloskih vzorcih (3). Glede na navedene lastnosti je ioheksol
najboljsi kandidat za globalno implementacijo standardiziranega
protokola za dolo¢anje GFR v klini¢ni praksi, prednost njegove
uporabe pa je tudi moznost sodelovanja v programu zunanje
ocene kakovosti.

Kljuc¢ne besede: glomerulna filtracija, ioheksol, ocena ledvicne

funkcije
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Terapevisko spremljanje koncentracij zdravil
z uporabo pametne tehnologije

Therapeutic drug monitoring with the use of
smart technology
Mateja Stopinsek', Polonca Drofenik, Sebastjan Bevc?

'Univerzitetni kliniéni center Maribor, Centralna lekarna, Maribor,
Slovenija

2Univerzitetni klini¢ni center Maribor, Oddelek za nefrologijo,
Maribor, Slovenija

E-mail: mateja.stopinsek@ukc-mb.si

Sodobna medicina namenja velik poudarek posamezniku prilagoje-
nemu zdravljenju, eden od pristopov je tudi terapevtsko spremljanje
koncentracij (TDM). TDM omogoca individualno odmerjanje
zdravila za bolnika, najpogosteje za uc¢inkovine z ozkim terapev-
tskim oknom. Gre za multidisciplinarno dejavnost, ki zahteva
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sodelovanje vseh vpletenih strokovnjakov: zdravnika, medicinske
sestre, specialista medicinske biokemije in klini¢cnega farmacevta. V
Univerzitetnem klinicnem centru Maribor smo do sedaj v klinicno
prakso uvedli TDM za $est uc¢inkovin z ozkim terapevtskim oknom:
vankomicin, gentamicin, amikacin, metildigoksin, valprojsko
kislino in ciklosporin. V nefrologiji predstavlja ciklosporin eno
temeljnih imunosupresivnih zdravil. Gre za kronicno terapijo, ki
jo bolniki prejemajo v domacem okolju, zato se v klini¢ni praksi
sre¢ujemo z vprasanjem ustrezne sodelovalnosti bolnikov. Za ka-
kovostno izvedbo storitve TDM potrebujemo namre¢ zanesljive
podatke o bolnikovi zgodovini jemanja zdravila. Pri tem nam
je v pomo¢ uporaba pametnih tehnologij, ki belezijo bolnikovo
jemanje izbranega zdravila. Tako pridobimo zanesljive podatke o
bolnikovi sodelovalnosti ter to¢nih urah jemanja zdravila, kar je
za kvalitetno izvedbo TDM klju¢no. V Univerzitetnem klinicnem
centru Maribor smo zato zasnovali raziskavo, v kateri smo utec¢eno
storitev TDM ciklosporina nadgradili z uporabo pametne tehno-
logije MEMS Cap (Medication Event Monitoring System). Gre
za vsebnike s pametnimi pokroveki, ki zabelezijo vsako odpiranje.
Ob rednih kontrolah v ambulanti Oddelka za nefrologijo bolniki
oddajo kri za dolocitev koncentracije ciklosporina, medtem pa s
pokrovckov pametnih vsebnikov od¢itamo informacije o bolnikovi
sodelovalnosti ter urah jemanja zdravila. Te podatke, skupaj s
koncentracijo ciklosporina v krvi in uporabo farmakokineti¢nega
programa DoseMe, uporabimo za nacrtovanje odmernega rezima
v prihodnje in tako optimiziramo zdravljenje s ciklosporinom.

IL-17|

Thyroid function tests: clinical value, assay
evolution and common pitfalls

Damien Gruson
Cliniques Universitaires Saint-Luc, Department of Laboratory
Medicine, Brussels, Belgium

E-mail: damien.gruson@saintluc.uclouvain.be

Thyroid diseases are frequent conditions with possibly crushing
health outcomes that influence all populations around the world
and thyroid function tests (TTFT) are frequently ordered for their
diagnosis and monitoring. TT'T, including thyroid stimulating
hormone (T'SH, or thyrotropin), thyroxine ('T4), and triiodothyro-
nine (1'3) tests, are used in the initial evaluation and monitoring of
thyroid disease. The value of TFT is also recognized for thyroid
cancer management with the examples of thyroglobulin and
calcitonin. Assay performances and appropriate test ordering are
important points of focus to ensure best use of TI'T. Confounding
factors and common interferences such as macro-I'SH, biotin,
antistreptavidin antibodies, anti-ruthenium antibodies, thyroid
hormone autoantibodies, and heterophilic antibodies will also
be reviewed.
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TSH Reference Values in elderly population
(controversial)

Santiago Fares-Taie
Laboratorio Fares Taie, Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina

E-mail: sfarestaie@hotmail.com

Thyrotropin (T'SH) exhibits normal biological variations throu-
ghout life. Although this is known by specialists, laboratories in
Argentina do not publish specific reference values for older adults
in their reports. This leads to a post- and post-post-analytical
error misdiagnosing thyroid pathology in normal patients by
non-specialist. The use of age specific TSH reference values
decreases misclassification of patients with thyroid dysfunction
and subsequent overtreatment.

The validation of age-specific reference values requires TSH me-
asurements in the different age groups of the normal population
(free of medication, free of pathology, no consumption of alcohol
and tobacco, negative antithyroid antibodies and free of thyroid
nodules). Due to the difficulty in obtaining normal patients in
adulthood, we perform a statistical approximation to verify the
reference values from the literature, using T'SH results from the
outpatient population of the city of Mar del Plata, Argentina.
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Vpliv fizioloskih dejavnikov na rezultate
laboratorijskih preiskav §¢itnice

Influence of Physiological Parameters on Results
of Thyroid Laboratory Tests

Blaz Krhin
UKC Ljubljana, Klinika za nukelarno medicino, Ljubljana, Slovenija

E-mail: blaz.krhin@kcl;.si

Razvoj laboratorijskih preiskav §¢itnice (LPS) je prinesel hitreje,
specificnejse ter obcutljivejse metode, ki omogocajo bolj celostno
laboratorijsko diagnostiko bolezni s¢itnice. Sodobne metode med
drugim omogocajo tudi preucevanje Stevilnih predanalitskih
dejavnikov, vklju¢no s fizioloskimi, ki lahko posredno ali nepos-
redno vplivajo na rezultate LPS. Tzkazalo se je, da so nekatera
uporabljena referen¢na obmodja LPS relativno §iroka (presiroka?),
saj vkljucujejo tudi razlicna fizioloska stanja.

Znano je, da ima tirotropin (T'SH) svoj znacilen dnevni ritem z
bolj ali manj izrazitim nihanjem, na katerega lahko vplivata tudi
odtegnitev spanca in uzivanje alkohola. Zaradi dnevnega ritma
in $e nekaterih drugih dejavnikov so inter-individualna nihanja
TSH relativno velika, intra-individualna pa majhna. Ker je ve¢ina
referencnih obmocij postavljenih za vecje skupine, so izmerjene
vrednosti TSH nekaterih posameznikov lahko lazno znotraj refe-
ren¢nega obmodja. Interpretacija rezultatov LPS glede na starost
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preiskovanca ni zanemarljiva, saj imajo novorojencki kmalu po
rojstvu znacilna nihanja T'SH in prostih sc¢itni¢nih hormonov,
otroci in mladostniki pa v primerjavi z odraslo populacijo znacilno
vi§je vrednosti pT3. Rezultati raziskav o vplivu starosti na TSH
niso enoznacni, ve¢ina pa jih potrjuje, da lahko v visjih starostnih
skupinah pricakujemo zmerno visje vrednosti TSH. Ustrezna in-
terpretacija rezultatov LPS v nose¢nosti predstavlja poseben izziv.
Ob narasc¢anju in nato upadanju vrednosti humanega horijevega
gonadotropina (hCG) se vrednosti TSH med nosec¢nostjo zrcalno
spreminjajo, cemur sledijo tudi vrednosti celokupnih in prostih
s¢itnicnih hormonov, ki so poleg Ze omenjenega vpliva podvrzene
$e drugim endogenim in eksogenim dejavnikom. Uporaba refe-
ren¢nih obmocij, specifi¢nih za posamezni trimester nosecnosti,
pa lahko interpretacijo izmerjenih rezultatov bistveno olajsa. Re-
zultati novejsih raziskav kazejo, da indeks telesne mase pozitivno
korelira s TSH, kar nakazuje potrebo po uvedbi referen¢nih
obmocij za TSH, ki bi upostevala tudi indeks telesne mase. Vplivi
mraza, posta, stresa ter dolge in intenzivne fizi¢ne aktivnosti na
delovanje ¢itnice so manj raziskani. Rezultati obstojecih raziskav
kazejo, da lahko v takih stanjih telo preide v stanje »varcevanja
z energijo«, kar obicajno zniza vrednosti prostega trijodtironina.
O morebitnem vplivu navedenih dejavnikov na vrednosti TSH
pa rezultati raziskav niso tako enotni.

Glede na opisano lahko zakljucimo, da interpretacijo rezultatov
LPS bistveno olaj$a uvedba in uporaba referencnih obmodij, ki
upostevajo razli¢na fizioloska stanja in druge dejavnike.

1L-20
Vloga laboratorijskega diagnosticiranja pri
celostni obravnavi tiroloskega bolnika

Impact of Laboratory Diagnostics on Clinical
Management of Patients with Thyroid Disease

Katja Zaletel
Klinika za nuklearno medicino, Univerzitetni kliniéni center
Ljubljana, Ljubljana, Slovenija

E-mail: katja.zaletel @kclj.si

Séitni¢ne bolezni so pogoste in imajo ve¢inoma kroni¢en potek.
Ocenjujejo, da je prevalenca avtoimunskih bolezni sc¢itnice 18
%, Sc¢itnicne noduse pa z ultrazvokom odkrijejo pri skoraj 50 %
odrasle populacije. Pojavne oblike $¢itni¢nih bolezni so raznolike,
sopojav razli¢nih $¢itni¢nih bolezni pri posamezniku pa ni redek.
Séitni¢ne bolezni se lahko odrazajo z motnjami delovanja in z
morfoloskimi spremembami v parenhimu zleze. Za opredelitev
scitnicnih bolezni ter odlocitev o obravnavi bolnika je potreben
celosten pristop, ki temelji na klini¢ni oceni, laboratorijskem
diagnosticiranju ter ultrazvocni oceni morfologije scitnice, pri
izbranih bolnikih pa sta za opredelitev potrebni e scintigrafija
in tankoigelna biopsija $citnice. Laboratorijsko diagnosticiranje
vkljucuje meritve koncentracij tirotropina (T'SH), prostega tiroksi-



na (pT4), prostega trijodtironina (pT'3), protiteles proti ¢itni¢ni
peroksidazi, protiteles proti tiroglobulinu, protiteles proti recep-
torju za T'SH, tiroglobulina in kalcitonina. Meritev koncentracije
nastetih analitov omogocajo razli¢ne metode, ki imajo razlicno
to¢nost in natanc¢nost, razli¢ne referencne vrednosti ter razlicno
obcutljivost na motece dejavnike. Zato rezultati meritev koncen-
tracije istega analita z uporabo razlicnih metod niso primerljivi,
uporabo razlicnih metod pri sledenju bolnikov pa odsvetujejo.
Poleg izbrane metode na rezultate laboratorijskih meritev vplivajo
tudi Stevilni dejavniki bolnika in vzorca. Za dnevni ritem TSH je
znacilno, da najnizjo in najbolj stabilno vrednost doseze med 10.
in 16. uro. V tem casu je priporocen tudi odvzem vzorca krvi, saj
je ob zgodnejsem odvzemu koncentracija TSH lahko zvisana. S
starostjo bolnika narasca razmerje med pT4 in pT3, na razmerje
med prostima hormona pa znacilno vplivajo tudi $¢itni¢ne bolezni.
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Regulativa preiskovanja bioloskih vzorcev
za covid-19 v Sloveniji

Regulatory framework for the testing of
biological samples for covid-19 in Slovenia

Karmen Jerebic, Borut Bozi¢
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Slovenija

E-mail: karmen.jerebic26@gmail.com

Hitro narascanje okuzb s SARS CoV-2 v zacetku leta 2020 ni
predstavljalo problema le zdravstveni stroki, ampak tudi pravni.
Namen raziskave je sistematicni pregled spreminjanja regulative
preiskovanja bioloskih vzorcev za Covid-19 v Republiki Sloveniji.
Vir podatkov so bile spletne strani Uradnega lista RS, Ministrstva
za zdravje, Nacionalnega instituta za javno zdravje in Pravno-in-
formacijski sistem RS. Pravne podlage za izvajanje testiranj na
prisotnost SARS-CoV-2 so bile v Zakonu o zdravstveni dejavnosti
(Z72Dej), Zakonu o nalezljivih boleznih in Pravilniku o pogojih,
ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji za izvajanje preiskav na po-
drocju laboratorijske medicine. V dveh letih je bilo sprejetih preko
200 pravnih aktov na temo covid-19, med drugim tudi Uredba
o izvajanju presejalnih programov za zgodnje odkrivanje okuzb
z virusom SARS-CoV-2 in Pravilnik o izvajanju mikrobioloskih
preiskav na virus SARS-CoV-2. Sprejete so bile 3 spremembe
Pravilnika in 5 sprememb ZZDej. Regulativa se je spreminjala v
skladu s potrebami obvladovanja epidemioloske situacije. Preiskave
kategoriziramo v tri skupine: potrditvene preiskave na osnovi ve-
rizne reakcije s polimerazo (PCR), hitre antigenske teste (HAGT)
in analizni kompleti za samotestiranje. Na podlagi spremenjene
zakonodaje so dovoljenje za izvajanje testov PCR dobili tudi javni
zavodi z dovoljenjem za podrocje medicinske biokemije, za HAGT
paizvajalcl v javni zdravstveni mrezi, ki prej niso imeli dovoljenja
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V nosecnosti je v prvem trimesecju pogosto znizana koncentracija
TSH, v tretjem trimesecju pa koncentracija pT4 (5). Pri inter-
pretaciji rezultatov laboratorijskih meritev moramo upostevati
Se ucinke Stevilnih zdravil, ki vplivajo na sintezo, metabolizem
ali transport §¢itni¢nih hormonov, pa tudi na imunski odziv.
Neustrezna koncentracija TSH in prostih hormonov je pogosto
odraz motnje delovanja $citnice, ki zahteva napotitev k tirologu.
Za razliko od laboratorijskih meritev TSH in prostih hormonov,
ki morajo biti dostopne bolnikom na vseh ravneh zdravstvenega
varstva, pa rezultati meritev koncentracij specificnih $c¢itni¢nih
protiteles, tiroglobulina in kalcitonina brez celostne tiroloske ocene
ne vplivajo na odlocitev o nadaljnji obravnavi bolnika. Zato naj te
preiskave indicira specialist v sklopu celostne obravnave bolnika.

za delo na podrocju laboratorijske medicine. Tezave, ki se pojavijo
pri taki organizaciji laboratorijskega dela so zagotavljanje kakovosti
testiranja, ravnanja z bioloskimi vzorci in pravilnosti odcitanega
rezultata. Tako so pravne nejasnosti ali nedorecenosti vplivale tudi
na zanesljivost testiranja in posledi¢no obvladovanje epidemije.

P-2]
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limfoblastno levkemijo

Copy number variations of selected genes
in Slovene children with B-cell acute

lymphoblastic leukemia

Klementina Crepinsek"?, Gasper Marinsek', Marko Kav¢i¢*?,

Tomaz Prelog?, Lidija Kitanovski®, Janez Jazbec**, Marusa
Debeljak*?

'Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klinicni
institut za specialno laboratorijsko diagnostiko, Ljubljana, Slovenija
2Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, Slovenija
3Univerzitetni klinicni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klinicni
oddelek za otrosko hematologijo in onkologijo, Ljubljana,
Slovenija

E-mail: klementina.crepinsek@kclj.si

Delecije gena IKZF1 so zelo pomemben prognosticni dejavnik
pri pediatri¢ni B-celi¢ni akutni limfoblastni levkemiji, zlasti ob
prisotnosti drugih soc¢asnih delecij pri izbranih genih, povezanih
z diferenciacijo celic B in uravnavanjem celi¢nega cikla (profil
IKZF1plus) (2). Namen nase studije je bil ugotoviti pogostost delecij
IKZF1 in delecij drugih izbranih genov ter njihov prognosticen
pomen pri slovenskih otrocih z B-ALL. Preuc¢evali smo kohorto
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99 bolnikov z diagnozo B-ALL med letoma 2012 in 2020, zdrav-
ljenih po protokolu ALL IC-BFM 2009. Z uporabo metode od
ligacije odvisno hkratno pomnozevanje sond smo za prisotnost
sprememb v Stevilu kopij genov (CNV) analizirali 88 vzorcev
kostnega mozga ali periferne krvi. Vsaj en CNV je bil odkrit pri
vec kot 65 % analiziranih vzorcev. Najpogosteje spremenjeni geni
so bili PAX5 in CDKN2A/B. Delecije v IKZI1 so bile prisotne pri
18,2 % analiziranih vzorcev in so bile povezane s slabsim 5-letnim
prezivetjem brez dogodka (EFS). Profil IKZF1plus smo nash
pri 12,5 % analiziranih vzorcev. Ti bolniki so imeli slabsi 5-letni
EFS kot tisti z delecijami samo v genu IKZF1 in tisti brez delectj.
Tudi celokupno prezivetje je bilo slabse pri bolnikih s profilom
IKZF1plus v primerjavi s tistimi, ki so imeli prisotne delecije samo
vIKZF1, in tistimi brez delecij, vendar pa razlike med skupinami
niso bile statisticno pomembne (3). Nasi rezultati potrjujejo po-
membnost dolocanja CNV pri otrocih z B-ALL. Dolocanje teh
CNV ob postavitvi diagnoze daje dodatne podatke za razvrsc¢anje
bolnikov v razli¢ne skupine tveganja in prilagoditev zdravljenja.

Kljuéne besede: spremembe v $tevilu kopij genov (CNV), delecije

IKZF1, B-celi¢na akutna limfoblastna levkemija

1.Stanulla M, Dagdan E, Zaliova M, Méricke A, Palmi C, Cazzaniga G, etal.
IKZF1 plus defines a new minimal residual disease-dependent very-poor

prognostic profile in pediatric b-cell precursor acute lymphoblastic leukemia.

J Clin Oncol. 2018;36(12):1240-9.

2.Crepinsek K, Marinsek G, Kavcic M, Prelog T, Kitanovski L, Jazbec J, et
al. Clinical impacts of copy number variations in B-cell differentiation and
cell cycle control genes in pediatric B-cell acute lymphoblastic leukemia: a
single centre experience. Radiol Oncol [Internet]. 2021 Dec 22; Available
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Vpliv urejenosti sladkorne bolezni tipa 1 na
metilacijo DNA
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Urejenost sladkorne bolezni tipa 1 (SB1) je zelo pomembna, saj dol-
gotrajna hiperglikemija vodi v mikro- in makrovaskularne zaplete (1).
Dolgotrajna hiperglikemija vpliva na metilacijo DNA. Spremembe

v metilaciji DNA so povezali z diabeti¢no retinopatijo in diabeticno
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nefropatijo (2). Namen raziskave je ugotoviti vpliv urejenosti SB1
na metilacijo DNA pri otrocih s SB1 brez znakov poznih zapletov.

Spremembe v metilaciji DNA smo dolocali na izolirani DNA iz
krvnih vzorcev otrok s SB1 z razli¢no urejeno SB1. Urejenost SB1
smo ocenili na podlagi povprec¢nih vrednosti glikiranega hemog-
lobina (HbAlc¢) in glukozne variabilnosti (GV). Glede na njihove
vrednosti smo otroke razdelili v skupine, ki jih smo nato primerjali
(HbAlc < 7% proti HbAlc > 8% in GV < 40% proti GV > 50%).
Spremembe v metilaciji DNA smo dolocali z metodo imunopre-
cipitacije metilirane DNA in sekvenciranjem naslednje generacije.

Dolocili smo spremembe v metilaciji DNA pri 14 regijah med sku-
pinama otrok z HbAlc < 7% in HbAlc > 8%. 11 regij, povezanih
z geni DPP6, STK4, TAF4B, PIGK, LSAMP, FAT1, KDM4B,
LINC02397, miR-6724-1 and RNA5-8SN4, so bile bolj metilirane
v skupini otrok z HbAlc < 7%, medtem ko so bile regije, povezane
z geni GSTA4, CLDN10 and TENM4, bolj metilirane v skupini
otrok z HbAlc > 8%. Med skupinama otrok z GV<40% in GV>50%
smo dolocili 4 razli¢no metilirane regije. Regiji povezani z genoma
FAM27E3 in miR-4265 sta bili bolj metilirani v skupini otrok z
GV<40%, medtem ko sta bili regiji povezani z genoma RPH3AL
in FCGR2A bolj metilirani v skupini otrok z GV>50%.

Kljuéne besede: sladkorna bolezen tipa 1, metilacija DNA,
pozni zapleti
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Urine specific gravity measurement:
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Relativna gostota (SG) urina je razmerje med tezo urina in tezo
enake volumske enote demineralizirane vode. Preiskava omogoca
oceno hidriranosti osebe in koncentracijske sposobnosti ledvic.



Najbolj to¢na in natan¢na metoda za doloc¢anje SG urina je
refraktometrija, ki deluje na principu dolocitve loma svetlobe.
Pogostejse je semikvantitativno doloc¢anje SG s testnim trakom,
kjer testno polje vsebuje ionski izmenjevalec in pH indikator.
V laboratorijih Klini¢nega instituta za specialno laboratorijsko
diagnostiko in Zavoda za varstvo pri delu smo v 115 vzorcih
drugega jutranjega urina izmerili SG z rocnim refraktometrom
(HRM1 18 A'T.C., Kruess, Nemcija) in testnima trakoma dveh
proizvajalcev (Combur 10-Test M, Roche, Svica in Multistix 10
SG Urine Test Strips, Siemens Healthineers, Nemcija). Z izra-
¢unom Spearmanovega koeficienta smo ovrednotili korelacijo
testnega traku z rocnim refraktometrom in z Bland-Altmanovo
analizo ocenili uyjemanje metod. Oba testna trakova sta izkazala
visoko in statisti¢no znacilno korelacijo meritev z refraktometrom
(Combur 10-Test M: 0=0,758, P<0,0001; Multistix 10 SG Urine
Test Strips: 0=0,809, P<0,0001). Bland-Altmanova analiza je
pokazala, da je pri testnem traku Combur 10-Test M prisoten
bias (povprecje razlik=-0,0002, 95% CI [-0,0011, 0,0008]), ki ni
statisticno znacilen. Nasprotno je pri testnem traku Multistix 10
SG Urine Test Strips prisoten statisticno znacilen bias (povprecje
razlik=-0,0059, 95% CI [-0,0068, -0,0050]). Zakljucimo lahko,
da testni trak proizvajalca Roche izkazuje ustrezno korelacijo in
primerljivost z refraktometrom. Testni trak proizvajalca Siemens
Healthineers izkazuje visoko korelacijo, vendar je primerljivost z
refraktometrom manyj ustrezna. V primeru potrebe po natan¢ni
dolocitvi SG (npr. koncentracijski preizkus) je primernejsa dolo-
citev z refraktometrom.

Kljuéne besede: relativna gostota

Primer nealkoholnega steatohepatitisa
pri pediatriénem pacientu z druZinsko
hipobetalipoproteinemijo kot posledica
novo odkrite spremembe v genu APOB

Nonalcoholic steatohepatitis in a pediatric
patient with familial hypobetlipoproteinemia
due to a novel APOB mutation
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Hipobetalipoproteinemija (FHBL, angl.familial hypobetalipoprote-
inemia) je ena izmed dednih oblik hipoholesterolemij, ki se deduje
avtosomno ko-dominantno. Vzrok zanjo so pogosto spremembe v
genu APOB, ki lahko vodijo v nastanek krajsih oblik proteina (1).
Zanje je znacilno pocasnejse izloCanje iz jeter in hitrejse odstra-
njevanje iz krvne plazme. Klini¢ni znaki FHBL obsegajo malab-
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sorbcijo, nealkoholno zamascenost jeter, nevroloske, endokrine in
hematoloske disfunkcije ter nizke vrednosti lipidotopnih vitaminov
(2). Predstavljen bo primer mladega odraslega z diagnosticirano
FHBL. Na Klinicnem oddelku za endokrinologijo in presnove
bolezni Pediatri¢ne klinike je bil prvi¢ obravnavan pri desetih
letih, kjer so mu v okviru preiskav jetrne steatoze diagnosticirali
FHBL. Izmerjeni vrednosti lipoproteina majhne gostote 0,6mmol/L
(2-3,5mmol/L) in APOB 0,2 mmol/L (0,55-1,40 mmol/L) sta bili
pod referencnimi vrednostmi, povisane pa so bile vrednosti jetrnih
encimov alanin aminotrasferaze 1,68 pkat/L (<0,48 pkat/L) in
aspartat aminotransferaze 0,9ukat/L (<0,61 pkat/L). Jetra so bila
povecana in rahlo mas¢obno inflitrirana, medtem ko magnetna
resonanca glave ni pokazala patoloskih sprememb. Preiskovanec je
imel dva zloma kolka, ki sta bila posledica osteopenije. Na podlagi
genetskih preiskav smo potrdili heterozigotno spremembo v genu
APOB ¢.6624dupA (NM_000384.3), ki povzroci spremembo bral-
nega okvirja in privede do zgodnje prekinitve prevajanja v protein
p.-Leu2209IlefsTerd (NP_000375.2). Slednja v literaturi $e ni bila
opisana. Spremembo smo potrdili tudi pri materi preiskovanca,
ki ima prav tako nizke vrednosti lipoproteina majhne gostote in
nealkoholno zamascena jetra. Uvedli smo terapijo, ki vkljucuje
omejevanje mascob v prehrani in dodajanje lipidotopnih vitami-
nov Ei, A,Kin D ter kalcijevega karbonata. V nasem primeru smo
odkrito spremembo prvi povezali z diagnozo FHBL.

Kljuéne besede: hipobetalipoproteinemija, APOB
1.Moutzouri E, Elisaf M, N. Liberopoulos E. Hypocholesterolemia. Current
Vascular Pharmacology. 2011;9(2):200-212.

2.Di Costanzo A, Di Leo E, Noto D, Cefalu A, Minicocci I, Polito L et al.
Clinical and biochemical characteristics of individuals with low choleste-
rol syndromes: A comparison between familial hypobetalipoproteinemia
and familial combined hypolipidemia. Journal of Clinical Lipidology.
2017:11(5):1234-1242.
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Mitigating bone loss and maximizing patient wellness with
monthly monitoring and potentially accelerated surgical inter-
vention for patients on dialysis Chronic kidney disease—mineral
bone disorder (CKD-MBD) is a major cause of excess morbidity
and mortality in haemodialysis patients. Global clinical practice
guidelines recommended by KDIGO (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes) endorse routine monitoring of bone biomar-
kers including alkaline phosphatase and parathyroid hormone
(PTH) every 3-6 months in patients undergoing haemodialysis. In
patients receiving treatment for CKID-MBD, or in patients with
chronic kidney disease (CKD) and biochemical abnormalities,
more frequent monitoring can enable enhanced identification
of biomarker trends, early assessment of treatment efficacy and
mitigation of associated side effects. Our integrated clinical care
team follows this best practice of more frequent testing of bone
biomarker levels, which are monitored every 4-5 weeks in patients
on calcimimetics (CINET) and vitamin D (or vitamin D analogues;
ZEMPLAR). In addition, monthly PTH monitoring occurs in all
children on dialysis with CKD-MBD. Using this approach, better
titration of drug dosing is possible, preserving bone density and
avoiding potential side effects for our patients. With accelerated
intervention in over 60% of patients undergoing monthly PTH
monitoring, our program enhances patient wellness, mitigates
long-term risk, and reduces overall healthcare costs.
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Pomen doloéanja kalcitonina pri
medularnem raku $éitnice

Importance of calcitonin determination in
medullary thyroid cancer
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Kalcitonin je peptidni hormon, ki ga izloc¢ajo parafolikularne C
celice $citnice. Sodeluje pri hormonski regulaciji kalcija, vendar
pa njegova klini¢cna vloga se vedno ni dobro poznana. V labo-
ratorijski medicini predstavlja dolocanje serumske koncentracije
kalcitonina pomemben tumorski oznacevalec medularnega raka
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scitnice in hiperplazije C celic. V pomo¢ nam je pri postavitvi
diagnoze, spremljanju zdravljenja, opredelitvi zasevkov ter pri
prepoznavi ponovitve bolezni. Na Onkoloskem institutu Ljubljana
mesecno izvedemo priblizno 30 preiskav kalcitonina. Dolo¢amo
ga na analizatorju Roche Cobas 8000 z elektrokemiluminiscen¢no
imunsko metodo (ECLIA). Preiskava mora biti zaradi nestabilnosti
analita na sobni temperaturi izvedena v 4 urah ali pa je potrebno
vzorec do analize zamrzniti. Orientacijske referenc¢ne vrednosti
povzete po proizvajalcu znasajo od 5,17 do 9,82 ng/L za zenske
ter od 8,31 do 14,3 ng/L. za moske, pri bolnikih z medularnim
rakom Scitnice pa so vrednosti kalcitonina mocno zvisane in lahko
presegajo 20000 ng/L. Bolnikom se svetuje popolno tiroidektomijo
ter v primeru zasevkov tudi disekcijo centralnega vratnega pod-
ro¢ja. Ce so vrednosti kalcitonina pri bolniku po tiroidektomiji
pod mejo detekcije, to nakazuje, da je bolnik v popolni remisiji ter
ima nizko tveganje za ponovitev bolezni. Bolniki po tiroidektomiji
z zvisanimi vrednostmi kalcitonina imajo najverjetneje oddaljene
zasevke, posledi¢no imajo slabso prognozo ter potrebujejo dodatno
sistemsko zdravljenje. Prognosticno pomemben je tudi ¢asovni
okvir, v katerem pride do podvojitve vrednosti kalcitonina in
CEA. Medularni rak $citnice velja za agresivni rak, ki zgodaj
zaseva, zato so zgodnja postavitev diagnoze ter hitro in uspesno
zdravljenje klju¢ni za prezivetje bolnika.

Kljuéne besede: kalcitonin, tumorski oznacevalec, medularni
rak Scitnice
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Ocena zmerne fibroze jeter z ELF testom
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Prekomerno kopicenje mascobe v jetrih lahko sprozi razvoj fibroze
jeter, ki pri nekaterih pacientih napreduje v cirozo. ELF test spada
med novejse teste za oceno fibroze jeter in temelji na merjenju
direktnih biomarkerjev jeternega tkiva kot so hialuronska kislina,
amino-terminalni propeptid prokolagena tipa III in metalopro-
teinaza-1. Pri skupini preiskovancev smo z diagnosti¢nimi testi
kot so ELF, APRI in FIB-4 skusali ugotoviti, Ce ti testi dajejo pri-



merljive ocene za zmerno stopnjo fibroze jeter glede na vrednosti
v klini¢no uveljavljenih lestvicah (1). Za zmerno stopnjo fibroze so
opredeljene vrednosti v lestvicah za ELF test: 7,7 -9,0, za APRI
0,7 -1,0 in za FIB-4 1,3 - 3,25.

V raziskavi je sodelovalo 40 preiskovancev (26 moskih, 14 zensk)
povprecne starosti 47 £ 10 let. V vzorcih krvi smo izvedli meritve
trombocitov (1r) na ADVIA 2120 Siemens analizatorju, meri-
tve aspartat-aminotransferaze (AST), alanin-aminotrensferaze
(ALT) in gama-glutamilne transferaze (GG'T) pa na analizatorju
Dimension EXL 200 ter ELF test na ADVIA Centaur po navo-
dilih proizvajalca Siemens. Vrednosti ELF, APRI in FIB-4 smo
izracunali po algoritmih v preglednem clanku strokovne revije
Gastoenterolog (1). Statisti¢no analizo smo izvedli z SPSS 21.0

Rezultati so izrazeni z mediano (min-max) in znasajo: Tr 224
(123-359) x 10*9/ L; AST 0,37 (0,20-0,57); ALT 0,54 (0,23-1,13);
GGT 0,36 (0,13-1,16) ukat/L, ELF 8,49 (6,66-10,94); APRI 0,25
(0,11-0,52); FIB-4 0,97 (0,42-2,22). Izvedli smo primerjavo vred-
nosti ELF, APRI in FIB-4 za zmerno fibrozo. ELF test je imelo
v obmoc¢ju zmerne fibroze 31 preiskovancev, FIB-4 pa 9 preisko-
vancev in APRI nobeden.

Ugotovili smo, da je ELF test pokazal zmerno stopnjo fibroze pri
treh Cetrtinah preiskovancev, FIB-4 samo pri cetrtini, APRI pa
pri nobenem. Izracun APRI in FIB-4 temelji na koncentracijah
Tr, AST, ALT in GGT, ki so nespecifi¢ni markerji za spremembe
v jetrnem tkivu. ELF test pa temelji na merjenju direktnih bio-
markerjev jeternega tkiva, zato menimo, da je za oceno zmerne
fibroze boljsi, kar potrjujejo tudi nasi izsledki. Potrebne pa so
dodatne klinicno podprte raziskave.

Kljué¢ne besede: ELF, APRI , FIB-4.

1.Avbersek Luznik I, Stabuc B, Krhin B, Arzen$ek D. ELF test - direkeni
biomarker fibroze jeter. Gastroenterolog 2020; vol. 24 (2): 75-85.
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SARS-CoV-2 protitelesa pri skupini
prebivalcev Gorenjske

Anti SARS-COV-2 in Gorenjska population
group

Anita Kustec, Branka Svetic
OZG OE ZD Kranj, Diagnosti¢ni laboratorij, Kranj, Slovenija

E-mail: anita.kustec@zd-kranj.si

V Diagnosticnem laboratoriju ZD Kranj smo novembra 2020
verificirali kvantitativni elektrokemiluminiscentni imunoloski
test (ECLIA) za dolocanje celokupnih SARS-CoV-2 protiteles
z namenom testiranja zdravstvenih delavcev po koronavirusni
bolezni, pred pricetkom cepljenja. Test smo ponudili tudi kot sa-
moplacnisko storitev. Primerjali smo koncentracije SARS-CoV-2
IgG protiteles pri zdravstvenih delavcih, ki so imeli okuzbo potr-

LABORATORIJSKA MEDICINA

jeno s PCR testom in pri samoplac¢nikih po preboleli okuzbi, brez
podatkov o PCR testiranju.

7 ECLIA smo meritve protiteles izvedli v ¢asu od 3 do 4 tedne
po okuzbi pri 293 preiskovancih (99 moskih, 194 Zenskah). Pov-
prec¢na starost preiskovancev je bila 46,2 + 13,9 let. Preiskovance
smo razdelili v tri skupine: zaposleni ZD Kranj (N=91), zaposleni
dom starejsih obcanov (DSO) Preddvor (N=37) in samoplac¢niki
(N=165). Statisti¢no analizo rezultatov smo izvedli z SPSS 21.0.

Rezultati meritev so podani kot povprecna vrednost (PV) in 95
% interval zaupanja (95%CI) in znasajo pri vseh preiskovancih
(N=293) 85,76 (75,97-95,67), pri skupini ZD Kranj 56,23 (42,07—
70,39); pri skupini DSO 91,28 (63,89-118,67) in pri samoplac-
nikih 100,81 (86,93-114,69) IU/ml. Skupina samoplac¢nikov je
imela znacilno vigja protitelesa kot zaposleni v ZD Kranj in DSO,
(p=0,001). Koncentracije protiteles se po spolu niso znacilno
razlikovale (p=0,774).

Raziskave kazejo, da protitelesa, ki jih imunski sistem tvori ob
okuzbi s SARS-CoV-2, niso merilo zaicite pred ponovno okuzbo,
potrjujejo pa okuzbo posameznika z virusom in odziv njegovega
imunskega sistema na virus ali na cepljenje, zato bo laboratory
merjenje anti SARS-COV-2 obdrzal v svojem katalogu preiskav.

Kljuéne besede: anti SARS CoV-2, ECLIA

[P-10
Overjanje hematoloskega analizatorja v
Univerzitetnem kliniénem centru Maribor

Verification of the hematology analyzer at the
University Medical Center Maribor

Petra Uljarevié, Mojca Pusnik, Valerija Domajnko
UKC Maribor, Maribor, Slovenija

E-mail: mojca.pusnik18@gmail.com

Pred uvedbo analizatorja v rutinsko delo, je potrebno opraviti po-
stopek overjanja. Delovna skupina za laboratorijsko hematologijo
je pripravila dokument s smernicami za overjanje hematoloskega
analizatorja, kjer navajajo, da je pred zacetkom rutinske uporabe
potrebno preveriti vsaj natancnost in to¢nost . Natancnost je
ponovljivost ali obnovljivost meritev. Ponovljivost za posamezne
parametre KKS in DKS, smo preverili »v seriji«, »med serjjami«
in »iz dneva v dan«. Za preverjanje natanc¢nosti v seriji smo izvedli
10 zaporednih meritev na 5 vzorcih periferne krvi. Za preverjanje
natancnosti med serjjami pa smo izvedli 5 zaporednih meritev
na vseh 3 nivojih kontrolnih vzorcev, 5 zaporednih dni. Za oceno
natanc¢nosti meritev smo izracunali standardni odklon (SD) in
koeficient variacije (KV %). To¢nost je stopnja izmerjenega analita
glede na referenc¢no vrednost. Doloc¢imo jo z odklonom izmerjene
vrednosti od prave. Toc¢nost smo preverili s stotimi predhodno
analiziranimi vzorci (vzorci brez laboratorijskih posebnosti in
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s patoloskimi odstopanji: levkocitoza, levkopenija, nevtropenija,
anemija, trombopenija). Z Bland-Altmanovo statistiko smo dolocili
primerljivost rezultatov med hematoloskima analizatorjema. Ce
med primerjanimi rezultati ni statisticno znacilne razlike, lahko
obstojeci aparat zamenjamo z novim. Korelacijo med rezultati
smo ocenili z regresijo (korelacijski koeficient). Glede na zastavljene
kriterije sprejemljivosti rezultatov za natanc¢nost in tocnost smo
ugotovili, da so rezultati parametrov za KKS in DKS ponovljivi,
zelo dobro korelirajo in so statisticno primerljivi. Izracunan CV% je
vmejah dovoljenega odstopanja. Vrednost korelacijskega koeficien-
ta blizu 1 pomeni zelo dobro korelacijo rezultatov. Bland-Altmanov
diagram prikazuje vecino rezultatov znotraj obmocja +1.96SD,
kar potrjuje dobro ujemanje med analizatorjema. Analizator je
primeren za rutinsko delo .

P11}

Vpliv genetske variabilnosti v CRP
(rs1800947), TNFA (rs1800629) in IL6
(rs1800795) na raven vnetnih oznadevalcev
pri bolnikih z zelo povisanimi vrednostmi
lipoproteina(a)

The influence of genetic variability in CRP
(rs1800947), TNFA (rs1800629), and IL6
(rs1800795) on inflammatory markers in
patients with very high lipoprotein(a) levels

Inge Sotlar', Tina Levstek, Nik Podkraijsek’, Tamara Rojnik?,
Miran Sebestien*®, Andreja Rehberger Likozar?, Katarina

Trebusak Podkrajsek*

'Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo in
molekularno genetiko, Ljubljana, Slovenija

2Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Interna klinika, Klinicni
oddelek za Zilne bolezni, Ljubljana, Slovenija

3Univerzitetni klinicni center Ljubljana, Interna klinika, Klinicni
oddelek za kardiologijo, Ljubljana, Slovenija

“Univerzitetni klinicni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klinicni
institut za specialno laboratorijsko diagnostiko, Ljubljana,
Slovenija

E-mail: inge.sotlar@mf.uni-Ij.si

Kroni¢no vnetje pomembno prispeva k razvoju in napredovanju
ateroskleroze. Kljub temu pa patofizioloski mehanizmi, ki vodijo
v nastanek pro-vnetnega stanja, $e niso povsem razjasnjeni. Poli-
morfizmi posameznih nukleotidov lahko vplivajo na prepisovanje
genov in posledi¢no na raven vnetnih dejavnikov. Zato smo v
raziskavi preucili vpliv polimorfizmov CRP rs1800947, TNFA
rs1800629 in IL6 rs1800793, ki imajo potencialno vlogo pri pa-
togenezi ateroskleroze, na raven C-reaktivnega proteina visoke
obcutljivosti (hsCRP), dejavnika tumorske nekroze-o (TNF-a) in
interlevkina 6 (IL6) pred in po zdravljenju z zaviralci proproteina
konvertaze subtilisin/keksin tipa 9 (PCSKO9). V raziskavo smo
vkljucili 69 bolnikov s stabilno koronarno arterijsko boleznijo
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in z zelo povisanimi vrednostmi lipoproteina(a), ki so doziveli
miokardni infarkt pred 50. letom starosti. Ob vkljucitvi so prejeli
zaviralec PCSKO (evolocumab ali alirocumab). Polimorfizme CRP
rs1800947, TNFA rs1800629 in 116 rs1800795 smo dolocili z
metodo TagMan, vnetni parametri pa so bili izmerjeni s stan-
dardnimi laboratorijskimi postopki. Raven vnetnih parametrov
se ob vkljucitvi v raziskavo ni znacilno razlikovala med bolniki z
razlicnimi genotipi. V skladu s predhodnimi raziskavami tudi ni
prislo do signifikantne spremembe v ravni vnetnih dejavnikov po
Sestmesecnem zdravljenju z zaviralci PCSK9. Sprememba v ravni
hsCRP in TNF-a po zdravljenju z inhibitorji PCSK9 prav tako
ni bila odvisna od prisotnega genotipa, medtem ko je bila razlika
v ravni IL6 statisti¢no signifikantna (p = 0,05) po zdravljenju, in
sicer pri bolnikih z genotipom CC polimorfizma IL6 rs1800795,
kar nakazuje na njegovo mozno vlogo pri uravnavanju vnetja.

Kljuéne besede: genetska variabilnost, vnetje, lipoprotein(a)
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Komunikacija znanosti in stroke z javnostjo v
¢asu epidemije COVID-19

Communicating science to the public during the
COVID-19 pandemic

Jasna Omersel', Tijana Markovi¢', Martina Gobec', Simona
Jurkovié Mlakar?, Lucija Ana Vriéaj', Natasa Karas Kuzelicki'
'Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Slovenija

2University of Geneva, Faculty of Medicine Pediatric Oncology and
Hematology Unit, Geneva, Switzerland

E-mail: jasna.omersel@ffa.uni-lj.si

Poleg epidemije COVID-19, se je v druzbi socasno neobladljivo
sirila tudi ,‘infodemija®. Zato so se posamezniki soocali z dilemami,
kje in kako dobiti zanesljive informacije v poplavi dezinformacij, ki
so jih posredovali stevilni mediji, druzbene skupine ali druzbena
omrezja. V odziv na to stanje, smo julija 2021 sodelavke Katedre za
klini¢no biokemijo UL FFA ustanovile Facebook skupino Science
Mamas Vaccine Forum. Namen skupine je bilo jasno in polju-
dno komuniciranje znanstvenih in strokovnih dejstev s podrocja
diagnostike, terapije in cepljenja proti SARS-CoV2. Temeljno
izhodisce skupine je bila spostljiva komunikacija, razumljiv jezik
in podajanje pravilnih, preverjenih informacij. Najaktualnejse
teme smo predstavili v obliki grafi¢nih prikazov (shema cepljenj
COVID-19, cepiva COVID-19 v nosec¢nosti, postopanje v pri-
meru pozitivnih PCR in HAT testov). Za obvladovanje epidemije
je namre¢ kljucnega pomena zaupanje javnosti v zdravstveno
in laboratorijsko stroko, saj so $tevilni druzbeni ukrepi temeljili
na rezultatih PCR in hitrih antigenskih testov SARS-CoV2. V
okviru laboratorijskega podrocja so v javnosti poleg stevilnih
nejasnosti o vrsti testa (PCR ali HAT), nacinu odvzema vzorca,
pomenu samega rezultata testov krozile tudi novice o Skodljivosti
jemanja nosno-zrelnega brisa, ter o toksi¢nosti in genotoksi¢nosti



etilen-oksida na vatiranih palckah za odvzem brisa. Drugi val
epidemije je prinesel teste dokazovanja protiteles proti SarsCoV2,
rezultati le-teh pa so v javnosti povzrocali dodatno zmedo. Zbe-
ganost, negotovost in strah javnosti med epidemijo COVID-19 so
nas motivirali, da smo se kot strokovni, znanstveni in pedagoski
kader s podro¢ja farmacije in laboratorijske medicine druzbeno
aktivirali in s svojimi kompetencami Sirili strokovne informacije
ter ustvarili varno in spostljivo komunikacijsko okolje.

Molekularno genetska analiza Beckwith-
Wiedemann sindroma

Molecular genetics of Beckwith-Wiedemann
Syndrome

Maija Ficko', Sara Bertok?, Gregor Nosan®, Tinka Hovnik"*

'Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatricna klinika Ljiubljana,
Kliniéni institut za specialno laboratorijsko diagnostiko, Ljubljana,
Slovenija

2 Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika Ljiubljana,
Kliniéni oddelek za endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove,
Ljubljana, Slovenija

% Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatriéna klinika Ljubljana,
Kliniéni oddelek za neonatologijo, Ljubljana, Slovenija

“Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta Ljubljana, Institut za
biokemijo in molekularno genetiko, Ljubljana, Slovenija
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Beckwith-Wiedemann sindrom (BWS, OMIM#130650) je kli-

ni¢no heterogeno obolenje, za katerega je znacilna prekomerna
rast in nagnjenost k razvoju tumorjev. Genetsko ozadje BWS je
kompleksno, pri 50% bolnikov je vzrok znizana metilacija domene
IC2 na maternalnem kromosomu. Paternalna uniparentalna
disomija je vzrok bolezni v 20%. Hipermetilacija domene IC1 na
maternalnem kromosomu je vzrok pri 5% bolnikov, ostali redki
vzroki so mikrodelecije/mikroduplikacije, translokacije/inverzije
ter spremembe v genu CDKNI1C.

Genomsko DNA smo izolirali iz periferne krvi s komercialno
dostopnim reagen¢nim kompletom po predpisanih navodilih
proizvajalca (Qiagen). Metilacijsko specificno MLPO (angl. MS-
-MLPA: Multiplex ligation-dependent probe amplification, MRC
Holland) smo izvedli za dolocanje sprememb v stevilu kopij (angl.
CNV: Copy number variant) in opredelitev metilacijskega statusa
pri preiskovancu in starsih. Molekularna analiza pri preiskovancu
je pokazala heterozigotno delecijo upstream regulatornih elemen-
tov domene IC1, priblizne velikosti 510bp, normalen metilacijski
status domene 1C2 in hipermetilacijo domene IC1 na kromo-
somskem podrocju 11p15.5, kar je potrdilo BWS. S parentalno
analizo smo pri star$ih ugotavljali izvor in pri mami potrdili
enako delecijo kot pri sinu ter normalen vzorec metilacije obeh
vtisnjenith domen kromosomskega podroc¢ja 11p15.5. Rezultati
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analiz so potrdili, da je mati nosilka opisane delecije, kar ustreza
avtosomno dominantnemu nacinu dedovanja.

Opisujemo primer novorojenca z izrazito makroglosijo znacilno
za BWS, pri katerem smo odkrili redek vzrok bolezni in potrdili
njen izvor. MS-MLPA je klju¢na za potrditev diagnoze, saj poleg
odkrivanja pogostejsih vzrokov, omogoca odkrivanje redkejsih
vzrokov bolezni. Zgodnje odkrivanje in potrditev diagnoze skupaj
s pravocasnimi, izbolj$animi moznostmi zdravljenja, zmanjsa
smrtnost bolnikov z BWS.

Kljucne besede: Beckwith-Wiedemann sindrom, MS-MLPA
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Primer hude oblike malarije

A case of severe malaria infection

Marjana Prah Krumpak, Elizabeta Boznar Ali¢
UKCL - KIKKB, Ljubljana, Slovenija

E-mail: MARJANA.PRAH@KCLJ.SI

Malaria is a dangerous febrile illness that can lead to serious
complications and fatalities. It is most commonly caused by Plas-
modium falciparum. We present a case of a 53 years old man,
who returned from Uganda.

Based on history and clinical presentation, malaria was immedi-
ately suspected. Blood samples for thick and thin smear, haema-
tological and biochemical testing were taken before the therapy
initiation. All results were followed up for 11 days.

Trophozoites of P. falciparum were found in thin and thick blood
smear. High parasitemia (13.7%) indicated a severe form of tropical
malaria, also confirmed by thrombocytopenia (25x10%/1) and
metabolic acidosis. Parasitemia was the highest at day 2 (29.4%).
The lowest level of haemoglobin (88 g/L) was measured at day
9, and of erythrocytes (3.01x10'/L) at day 8. Total and direct
bilirubin reached their maximum at day 6 (268 and 203 pmol/L),
and alkaline phosphatase at day 11 (3.62 pkat/L). The patient also
had elevated serum urea (54.8 mmol/L), creatinine (760 pmol/L)
and inflammatory parameters. C-reactive protein reached its
maximum at day 2 (246 mg/L), while procalcitonin (424.88 ng/L)
and leucocyte maximum levels (25.5x10°/L) were reached at day
3. The thin and thick blood film became negative at day 9.

Severe malaria can progress rapidly and cause death within hours
or days. It is important to quickly determine species of plasmo-
dium and monitor the treatment success with measurements
of parasitemia and other haematological and biochemical tests.

Key words: malaria, Plasmodium falciparum, parasitemia
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Avtomatizacija in konsolidacija
laboratorijskih procesov na primarni ravni

Automation and consolidation of laboratory
processes at the primary level

Mateja Ster, Gregor Kurinéig, Darja Pungertnik
Zdravstveni dom Ljubljana, Ljubljana, Slovenija

E-mail: mateja.ster@zd-Ij.si

V prizadevanju za izboljsanje splosne laboratorijske u¢inkovitosti
je bila v Zdravstvenem domu Ljubljana (ZDL) vzpostavljena
konsolidirana laboratorijska mreza z osrednjim laboratorijem v
srediscu. To je Diagnosticni laboratorij enote Center, kamor se
stekajo vzorci za izvedbo biokemijskih in imunokemijskih preiskav
iz vseh 10 diagnosti¢nih laboratorijev. Dnevno $tevilo takih vzorcev
je priblizno 1200. Zaradi tako velikega stevila vzorcev je bil za
optimalno in kakovostno obdelavo nujen prehod na visoko stopnjo
avtomatizacije celotnega procesa. Uveden je bil sistem popolne
laboratorijske avtomatizacije (angl. Total Laboratory Automati-
zation, TLA), ki je povezal sistem predanalitske obdelave vzorcev
z dvema integriranima analizatorjema za izvajanje biokemijskih
in imunokemijskih preiskav. Postavitev in zagon novega avtoma-
tiziranega sistema Alinity proizvajalca Abbott je bila izvedena v
mesecu oktobru in novembru 2021. V Sloveniji je bil to prvi tako
velik sistem tega proizvajalca. Ta sistem sestavlja vec¢ samostojnih
modulov, vsak opravlja specificno nalogo, med seboj so povezani
v dolocenem logicnem vrstnem redu preko transportnega sistema
— »sistema linij in vozickov« za prevazanje vzorcev krvi. Procesu
analitike sledi $e samodejno shranjevanje vzorcev v hladilni enoti.
Sistem Alinity je voden s programsko opremo AlinI(Q) AMS (AMS),
ki izboljsuje upravljanje s sistemom ter nadzor predanaliti¢nih,
analiticnih in postanaliti¢nih delovnih procesov. Zagotovljeno je
celovito sledenje vzorcem, upravljanje kontrole kakovosti in ko-
municiranje z laboratorijskim informacijskim sistemom. Z novim
avtomatiziranim sistemom smo tako dosegli vecjo standardizacijo
predanaliti¢nih postopkov, razbremenitev zaposlenih in skrajsa-
nje casa do izdaje rezultatov, obenem pa optimizacijo delovnih
procesov in vecjo ucinkovitost laboratorija.

Kljuéne besede: Avtomatizacija, konsolidacija

Primer uporabe kazalnika kakovosti

An example of the quality indicator use

Marjana Prah Krumpak, Saa Bratoz
UKCL - KIKKB, Ljubljana, Slovenija

E-mail: MARJANA.PRAH@KCLJ.SI

Blood sampling is the most commonly conducted invasive procedure
in medicine. The quality and early patient management are crucial.
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Alas, in order to optimize waiting times, it is often necessary to invest
a great deal of effort in adequate facilities and human resources. The
aim is to present the sampling of venous blood at the Clinical Institute
for Clinical Chemistry and Biochemistry of the University Medical
Centre in Ljubljana (KIKKB) and our efforts to improve the com-
prehensive patient management. The goal is to ensure safe, quality
and rapid patient management, thus increasing the satisfaction of all
involved parties. In order to meet our goals, it is important to have
an adequate number of trained staff, optimal organization, facilities
and equipment, in addition to the appropriate tools to monitor and
improve the process. The procedure must be performed in line with
recommendations, ensuring privacy, and it is also crucial for the
phlebotomist to have appropriate communication skills and ingenuity
in case of sudden events that often occur during the blood sampling.

Blood sampling is performed between 7am and 3pm, with no presche-
duling, and the patient frequency is the highest in the morning. We
are facing a shortage of staff, while the number of patients, with the
exception of 2020, is increasing every year (2015:39.951; 2016:42.512;
2017:45.186;2018:45.518; 2019:47.557; 2020:42.660; 2021:49.524).

Initially, we had only two sampling sites available, in the same room.
Privacy was not ensured and employees were overloaded, which

increased the possibility of injuries, errors and dissatisfaction. The

Satisfaction Survey (score 1.0 - 5.0), used as a quality indicator, initi-
ally showed medium patient satisfaction, which has been improving
with spatial optimization (2012:3.2; 2013:3.0; 2014:4.0; 2015:4.5;

2016:4.7; 2017:4.8; 2018:4.6; 2019:4.6). In 2014, we renovated the

blood sampling facilities, thus acquiring three separate sampling sites

that ensure complete privacy. We have introduced an electronic call

system, which guarantees the scheduling of patients in fair order.
Since the goal of our new quality indicator was not always reached

(2015:0.87; 0.91; 0.91; 0.84; 2016:0.71; 0.73; 0.94; 0.91), we kept

searching for improvements. Our employees were given an insight into

the LIS waiting list, to ensure a more continuous workflow. We tried

to ensure that the three sampling sites were constantly occupied, not

only for time optimization but also to achieve greater satisfaction of
both, patients and employees, who are often overworked. Due to staff
shortages, we haven’t always succeeded. In 2017, we increased staffing
and introduced regular refresher trainings on the blood sampling
technique for a larger number of employees. The monitoring of the

quality indicator showed that the proportion of treated patients within

the target time was sometimes better, sometimes worse (2017: 0.89;
0.89; 0.93; 0.88; 2018:0.76; 0.83; 0.96; 0.97; 2019:0, 97; 0.95; 0.82;
0.82), and above all, it depended on the occupancy level of all three

sites. In 2020, we did not get a realistic picture, as we were working
under exceptional circumstances due to the COVID pandemic. In

order to avoid queues in the waiting room, we introduced the fourth

sampling site and were thus able to take care of all the ongoing work
and at the same time relieve the burden on employees. In 2021, we

managed 49,524 patients, of which more than 97% were attended

to within 30 minutes.

Key words: quality indicator, blood sampling, optimisation
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Prostaglandinski receptor EP4 - nov
potencialni biomarker in terapeviska taréa v
kroniéni limfocitni levkemiji

Prostaglandin EP4 receptor as a potencial
novel biomarker and therapeutic target in
chronic lymphocytic leukemia

Tijana Markovic', Alenka Smid', Helena Podgornik?, Damjan

Avsec!, Irena Mlinari¢-Ra$éan’
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is currently incurable di-
sease with high inter-individual variability, which is reflected in
the development of the disease, prognosis and response to the
therapy. In our previous research we have shown that selective
prostaglandin EP4 receptor agonists inhibited NF-»B signaling
pathway, resulting in an increased caspase-mediated apoptosis of
malignant B cells. Moreover, gene Ptger4, encoding the receptor
EP4 was identified as a potential tumor suppressor. The aim of
this study was to evaluate the EP4 receptor as a potential novel
biomarker and therapeutic target for the treatment of CLL.

EP4 receptor agonist PgE1-OH exerted cytotoxic effects in all
CLL cells (N=151) with EC50 values ranging from 2 to 55 pM,
indicating inter-individual variability in response. The analysis
of the results revealed sex-dependent sensitivity of CLL cells to
Pgl1-OH, which was more cytotoxic to the cells of male compa-
red to female donors. PgE1-OH was also more cytotoxic toward
the cells of the carriers of the variant A allele of EP4 receptor
expression-modulating polymorphism rs4495224. Moreover, male
patients had higher expression levels of Ptger4, coding for EP4
receptor, compared to female patients as did the donors with the
rs4495224 AA genotype compared to those with rs4495224 AC/
CC genotype. A weak, but significant correlation between an
increased expression of the Ptger4 gene and lower EC50 values
was also shown.

In conclusion, EP4 receptor was identified as a promising thera-
peutic target and potential biomarker in CLL.

Key words: biomarker, prostaglandin EP4 receptor, chronic
lymphocytic leukemia
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Doloéanje multimerne sestave von
Willebrandovega faktorja z delno-
avtomatizirano gelsko elektroforezo

Multimer analysis of von Willebrand factor
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E-mail: anja.svigelj@kclj.si

Von Willebrandova bolezen (VWB) je najpogostejsa prirojena
motnja strjevanja krvi. Vzroki zanjo so lahko razli¢ni — odsotnost,
pomanjkanje ali motnja v delovanju von Willebrandovega faktorja
(VWTF). Poznamo 3 tipe vVWB — tip 1 (najpogostejsi), tip 2 (s podtipi
2A, 2B, 2N in 2M) in tip 3 (najredkejsi). Za opredelitev tipa in
podtipa vWB je v stopenjski laboratorijski diagnostiki potrebna
dolocitev multimerne sestave vVWT (1). Najpogosteje se uporablja
metoda, ki temelji na elektroforezni locbhi plazemskih proteinov
na SDS (angl. sodium dodecyl sulfate) agaroznem gelu, prenosu
proteinov na nitrocelulozno membrano in encimsko imunolu-
miniscencni detekeiji. Metoda je kompleksna, nestandardizirana,
casovno zamudna (3-4 dni) in potrebuje specificno opremo ter
kader z veliko izkusnjami (2). Na Klinicnem institutu za specialno
laboratorijsko diagnostiko Pediatri¢ne klinike UKC Ljubljana, smo
uvedli novo metodo dolocanja multimerne sestave vVWYF proizva-
jalca SEBIA (aparat HYDRASYS 2 Scan Focusing). Temelji na
delno-avtomatiziranem postopku, z uporabo pred-pripravljenega
agaroznega gela (Hydragel 11 von Willebrand multimer, Sebia).
Pri tem smo analizirali vzorce znanih bolnikov z opredeljeno
vWB — tip 1, tip 2 in tip 3. Pri razli¢nih tipih vWB smo natanc¢no
dolocili stevilo multimerov vWI z majhno, srednjo in veliko
molekulsko maso. Z uvedbo metode in delno-avtomatizacijo
postopka smo izvajanje standardizirali. Prednosti nove metode
so: uporaba pred-pripravljenega agaroznega gela in reagentov,
delno-avtomatiziran sistem analize, krajsi ¢as do rezultata (1
dan), denzitometrija za pomo¢ in natanc¢nost pri interpretaciji
1zvidov, dobra ponovljivost in sledljivost meritev. Metoda omogoca
natanc¢no opredelitev sestave vVWF in je primerna za uporabo v
specializiranih laboratorijih za celostno diagnostiko vVWB.

Kljucne besede: vWB, multimerna sestava
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Uporabnost analizatorja Microsemi CRP v
laboratoriju terciarne bolnisnice

Usefullnes of Microsemi CRP analyzer in
tertiary care hospital

Alenka Trampus Bakija, Anja Svigelj
UKC Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klini¢ni institut za specialno
laboratorijsko diagnostiko, Ljubljana, Slovenija

E-mail: alenka.trampus@kclj.si

V rutinski diagnostiki raznih obolenj pri otrocih pogosto ob dolo-
¢itvi hemograma naro¢nik zahteva tudi dolocitev C-reaktivnega
proteina (CRP). Slednjega obi¢ajno dolo¢amo iz seruma, kar
pomeni ob odvzemu krvi z EDTA $e dodatno epruveto za dolo-
citev CRP. Pri otrocih zato predstavljajo sistemi dolocitve CRP
iz iste epruvete prednost zaradi enostavnejSega odvzema, vzorec
je lahko tudi kapilarna kri. V Klini¢nem institutu za specialno
laboratorijsko diagnostiko Pediatri¢ne klinike UKC Ljubljana
smo ocenili uporabnost analizatorja Microsemi CRP (Horiba), ki
omogoca socasno dolocitev hemograma in CRP iz istega vzorca
polne krvi. Rezultate smo primerjali z obstoje¢im nacinom te-
stiranja (hemogram z X'T' 20001, Sysmex in GCRP s QuikRead
CRP, Orion Diagnostica). S primerjavo analiz 150 vzorcev krvi
smo ugotovili za vse dolo¢ane parametre odlicno korelacijo med
primerjanimi metodami (r>0,970). Prednost sistema Microsemi
CRP je v majhnem volumnu aspiriranega vzorca za analizo (18
uL), hitri analizi hemograma in DKS (1 minuta), uporabniku
zelo prijazni programski opremi in enostavnemu rokovanju z
analizatorjem. Slabosti analizatorja pa so: moznost merjenja
samo z odpiranjem epruvete, potreba po pogostem menjavanju
nastavkov ob uporabi razli¢nih tipov epruvet, moznost izvedbe le
3-delne DKS in daljsi ¢as za merjenje CRP v primerjavi z obstojeco
metodo (15 testov/uro). Pri visokih vrednostih CRP (>200 mg/L)
je priporoceno redc¢enje vzorca, ki pa zahteva prevelik volumen
krvi v primeru uporabe mikroepruvet (200 pL) ter dodatno pre-
racunavanje rezultatov, kar poveca moznost napak in podaljsuje
cas do izdaje izvida. Zakljucujemo, da analizator Microsemi CRP
daje zanesljive rezultate, a je primeren predvsem za delo v manj
obremenjenih laboratorijih na primarni ravni.
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Pregled laboratorijskih preiskav celiakije
na Kliniénem institutu za specialno
laboratorijsko diagnostiko v letu 2021

Overview of laboratory tests of coeliac disease
at Clinical institute of special laboratory

diagnostics in 2021

Tamara Grgi¢', Ana Grom', Maru$a Debeljak"?, Tinka Hovnik'?,

Tine Tesovnik'

'Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, KISLD,
Ljubliana, Slovenija

2Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo in
molekularno genetiko, Ljubljana, Slovenija

E-mail: tamara.grgic@kcl;.si

Celiakija je avtoimunska bolezen, ki najpogosteje prizadene tan-
ko ¢revo in nastane kot posledica uzivanja glutena pri osebah z

genetsko predispozicijo. Ocenjujejo, da ima celiakijo nekje 1 %

splosne populacije in ni le bolezen otroske dobe, saj v razlicnih

klini¢nih oblikah prizadene ljudi vseh starosti. Dokon¢na potrdi-
tev celiakije je kompleksna in osnovana na kombinaciji klini¢nih,
seroloskih, genetskih in histopatoloskih izsledkov (biopsija). V
nadaljevanju predstavljamo celovito laboratorijsko diagnostiko

celiakije in kolikSen delez preiskav na leto predstavlja genetsko te-
stiranje HLA-DQ2/DQ8, saj ESPHGAN smernice za diagnostiko

celiakije od leta 2020 dolocajo, da gentsko testiranje pri otrocith

in mladostnikih s pozitivno serologijo ni ve¢ obvezno. Stopenjska

laboratorijska diagnostika celiakije poteka tako, da se v vzorcih

seruma doloc¢i z encimsko-imunskim testom protitelesa proti tkivni

transglutaminazi (T'GA) razreda IgA, z imunokromatografskim

testom protitelesa TGA razreda IgA in IgG, s tehniko indirektne

imunofluorescence pa se opredelijo antiendomizijska protitelesa

(EMA-IgA). Molekularno-genetsko tipizacijo za celiakijo zna-
cilnih alelov HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) in HLA-DQS8

(DQAT*03/DQB1*0302) se izvede v vzorcu genomske DNA s

sondami TaqMan v verizni reakciji s polimerazo v realnem casu,
vendar le za izklju¢evanje celiakije pri ljudeh z visokim tveganjem

(SBT'1, ostala avtoimuna obolenja) in pri bolnikih pri katerih tezko

postavimo diagnozo zaradi nasprotujocih si izvidov. V letu 2021
smo izvedli 13684 laboratorijskih testov pri diagnostiki celiakije.
8744 (64 %) vzorcem smo dolocili koncentracijo protiteles TGA-I-
gA, 629 (5 %) vzorcem smo dokazovali protitelesa TGA-IgA+IgG,
3959 (29 %) vzorcem protitelesa EMA-IgA in 352 (3 %) vzorcem
genotip HLA-DQ2/DQ8. Rezultati potrjujejo nizek delez mo-
lekularno-genetskih preiskav, kar sledi smernicam ESPHGAN.

Kljuéne besede: celiakija, laboratorijska diagnostika
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Analiza sprememb v stevilu kopij
genov povezanih s hipogonadotropnim
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Analysis of copy number variaton in
genes connected with hypogonadotropic
hypogonadism by MLPA

Spela Zlodej', Maja Ficko?, Magdalena Avbelj Stefanija®,
Katarina Trebuiak Podkrajsek®*, Tinka Hovnik?*

" Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Slovenija

2 Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klinicni
institut za specialno laboratorijsko diagnostiko, Ljubljana, Slovenija

? Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Pediatri¢na klinika, Klinicni
oddelek za endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove, Ljubljana,
Slovenija

4 Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Institut za biokemijo in
molekularno genetiko, Ljubljana, Slovenija

E-mail: spela.zlodej.sso@gmail.com

Hipogonadotropni hipogonadizem je redka klinicno heterogena

bolezen, pri kateri gre za moteno izlocanje hormonov hipotala-
musa ter hipofize. Nastane zaradi mutacij v razlicnih genih, ki

kodirajo proteine, odgovorne za normalno sintezo gonadotropin

spro$cujocega hormona ter njegovo izlocanje in delovanje. Poznamo

prirojeno in pridobljeno obliko hipogonadotropnega hipogonadiz-
ma. Prirojeno obliko nadalje locimo glede na prisotnost ob¢utka

za vonj. Ce je le-ta odsoten, imenujemo tak$no obliko Kallmannov
sindrom, v nasprotnem primeru pa idiopatski hipogonadotropni

hipogonadizem. Klini¢ni znaki hipogonadotropnega hipogona-
dizma so odvisni od razli¢nih dejavnikov (spol, starostno obdobje,
obseg pomanjkanja hormonov). Pri mladostnikih se znaki kazejo

z motnjami sekundarne pubertete, saj ta ne nastopi ali zakasni,
pri odraslih se srecujemo z neplodnostjo, impotenco, amenorejo. ..
Analizirali smo izbrane gene pacientov s klini¢nimi znaki, znacilnimi

za hipogonadotropni hipogonadizem. Z drugimi do sedaj uporablje-
nimi molekularnimi diagnosticnimi metodami nismo uspeli potrditi

sprememb v analiziranih genih in s tem odkriti vzroka za klini¢cno

sliko. Izbrali smo metodo MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification). Komercialna kita (MRC Holland), ki smo jih

uporabili za delo, sta namenjena dolocanju delecij ali duplikacij v
genih, povezanih s Kallmannovim sindromom; KALL-1, FGFRI,
GNRGR, KISS1R, GNRH1, PROK2 in PROKR2. Pri enem od

preiskovancev smo odkrili delecijo v obmocju gena KALLIL, ki je

do sedaj narejene genetske preiskave Se niso uspele zaznati, in s

tem potrdili diagnozo Kallmannov sindrom. Postavitev diagnoze

je pomembna za pravilno terapijo in individualizirano hormonsko

in drugo zdravljenje. V vecini primerov normalizacija hormonov
vodi vnormalno plodnost. Zdravljenje je dozivljenjsko, pri¢akovana

zivljenjska doba ne odstopa od povpredja.

Kljucne besede: MLPA, hipogondotropni hipogonadizem, Kal-
Imanov sindrom
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Delovna skupina za predanalitiko (DS-PRE) je na spletni strani
SZKKLM objavila predlog poenotenja kazalnikov kakovosti
predanaliti¢ne faze (kazalniki) v skladu s priporocili IFCC. Ure-
jena je njihova implementacija v laboratorijske informacijske
sisteme (LIS; Labis, Cobis, Arilab) ter njihovo statisticno vodenje.
DS-PRE zeli priceti z vodenjem dveh kazalnikov na nacionalni
ravni in tako vzpodbuditi laboratorije k prevzemanju in vodenju
navedenih kazalnikov.

DS-PRE je pripravila spletni vprasalnik s pomocjo programa
Survey Monkey. Sodelovanje laboratorijev je bilo anonimno in
prostovoljno. S vprasalnikom je delovna skupina Zelela izvedeti
delez zavrnjenih hemoliziranih vzorcev in delez koaguliranih
vzorcev z antikoagulantom v letu 2021. Prav tako je zelela izvedeti
nacin ugotavljanja ter kriterij hemolize v laboratorijih.

V anketi je sodelovalo 21 laboratorijev (11 iz primarnega, 7 iz
sekundarnega, 2 iz terciarnega nivoja in 1 zasebni laboratorij). 3
laboratoriji (3/21) so odgovorili, da nimajo statisticnih podatkov
o delezu zavrnjenih hemoliziranih vzorcev, 4 laboratoriji (4/21)
nimajo podatka o delezu koaguliranih plazemskih vzorcev. 18
laboratorijev (18/21) je navedlo delez hemoliziranih vzorcev v
razponu od 0,01-97% in 16 laboratorijev (16/20) delez koaguliranih
vzorcev z antikoagulantom v razponu od 0-2,0 %. Laboratoriji
uporabljajo razlicne nacine ugotavljanja hemolize.

Laboratoriji na podro¢ju medicinske biokemije v Sloveniji vecino-
ma $e ne belezijo predanalitskih neskladnosti v LIS-u v skladu s
IFCC priporocili. To potrjuje majhno stevilo udelezencev ankete
in manjkajoci statisticni podatki nekaterih sodelujocih laborato-
rijev. Slednji vecinoma belezijo podatke o neskladnostih, vendar
njihovi LIS-i $e ne omogocajo vodenja kazalnikov. Zaradi velike
variabilnosti delezev hemoliz predvidevamo moznost napak pri
izracunu in/ali vnosu podatkov v anketo.
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Spremljanje in prepoznavanje virusnih
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Monitoring and identification of SARS-CoV-2
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Od zacetka izbruha virusa SARS-CoV-2, ki povzroca bolezen
COVID-19, Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) sode-
luje s strokovnimi laboratoriji, z namenom vzpostavitve testi-
ranja pojavnosti virusa in spremljanja njegove diverzifikacije v
virusne razlic¢ice. Klini¢ni institut za specialno laboratorijsko
diagnostiko, Pediatricne klinike, UKCL,, aktivno sodeluje pri
monitoringu virusa tako v mati¢ni ustanovi, kot na nacionalnem
nivoju z namenom spremljanja pojavnosti virusnih razlicic tako
pri pacientih in osebju klinicnega centra, kot v splosni populaciji
ter z namenom omejevanja Sirjenja virusa znotraj UKCLj. Na
podlagi stevila pozitivnih testiranj se sprejemajo in prilagajajo
ukrepi za zajezitev Sirjenja virusa. Pri sledenju pojavnosti se izvaja
hitri gPCR test za odkrivanje prisotnosti nukleinske kisline brez
predhodne izolacije virusa v brisih nazofarinksa posameznikov.
Pri epidemioloskem sledenju virusnih razlicic se izvaja sekvenci-
ranje pozitivnih primerov bodisi z neposrednim sekvenciranjem
bodisi s pomnozitvijo ciljnega virusnega genoma ter nadaljnjim
visoko-pretocnim sekvenciranjem naslednje generacije (>1000
vzorcev na teden) ali sekvenciranjem na pori (Cas analize <12 ur).
Od decembra 2020 do aprila 2022 je bilo predvsem za potrebe
UKCL,j z namenom obvladovanja bolnisni¢nih okuzb opravljenih
>135000 qPCR testov. Nadalje je bilo v sodelovanju z Nacio-
nalnim laboratorijem za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) ter
vzorci iz UKCLj sekvenciranih >25000 vzorcev. Pri tem je bilo
identificiranih pet razlicic virusa SARS-CoV-2, opredeljenih kot
skrb vzbujajoce razlicice (VOC), ki so v Sloveniji prevladovale
v razlicnih obdobjih. To so razlicica Alfa (januar 2021), Beta
(februar 2021), Delta (april 2021), ki je povzrocila zaskrbljenost
zaradi zmanjSane ucinkovitosti cepiv in protiteles, ter razlicica
Omicron (december 2021), pri kateri je bilo povecano tveganje
za ponovno okuzbo, ki pa je obicajno blazjega poteka od prve
epizode. Sledenje pojavnosti virusa in identifikacija VOC sta se
pokazali kot klju¢ni pri omejevanju sirjenja virusa tako v mati¢ni
ustanovi, kot na nacionalnem nivoju.
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Druzinska hiperholesterolemija (DH) je genetska motnja, ki se
kaze s povisanimi vrednostmi holesterola in povecuje tveganje
za prezgodnji pojav bolezni srca in ozilja. V Evropi je trenutno
vec kot 2 milijona nediagnosticiranih posameznikov z DH. Vecjo
stopnjo odkrivanja bolnikov z DH lahko dosezemo z u¢inkovitim
presejalnim programom za DH.

V Sloveniji imamo 3-stopenjski program presejanja predsolskih
otrok na DH. V naso analizo so bili vkljuceni otroci, rojeni med
letoma 2006-2013. V prvi stopnji programa se na primarni ravni
pomeri vrednosti holesterola pri 5-letnih otrocih. Ucinkovitost
programa smo evalvirali na 3,782 otrocih iz regyj po vsej Sloveniji.
Izmed napotenih otrok na Pediatri¢no kliniko UKC Ljubljana
smo genetsko analizo izvedli pri 813 otrocih. V tretji stopnji
presejalnega programa pa smo genetsko analizo izvedli se pri 99
starsih otrok s pozitivnim genetskim izvidom.

Ugotovili smo, da ima 91.1% otrok v Sloveniji pred vstopom v
Solo pomerjene vrednosti holesterola. Med nasimi preiskovanci
je bilo 219 otrok pozitivnih in 42 otrok heterozigotov za varianto
neznanega klinicnega pomena v genih, povezanih z DH. Pri vec¢
kot 90% druzinah, smo pri staru z vi§jimi vrednostmi holesterola
potrdili druzinsko varianto, ki smo jo odkrili Ze pri otroku. Na
podlagi nasih podatkov, pridobljenih iz programa presejanja na
DH, smo ocenili prevalenco DH 1/431 (96% CI: 1/391-1/472).
Strosek novo odkritega bolnika upostevajo¢ vse tri stopnje pro-
grama je bil 860€.

Univerzalni nacionalni program presejanja na DH skupaj s ka-
skadnim presejanjem starsev in sorojencev se je izkazal za u¢inko-
vito in preprosto stategijo za odkrivanje bolnikov z DH.



Problematika doloéanja LDL-holesterola pri
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LDL-holesterol izracunavamo s Friedewaldovo formulo, v primeru
omejitev uporabe enacbe pa ga doloc¢imo direktno s homoge-
no metodo merjenja. Homogeni testi imajo certifikat CRMLN
(Cholesterol Reference Method Laboratory Network) in ustrezajo
kriterijem NCEP (National Cholesterol Education Program), ven-
dar v CRMLN studije niso bili vkljuc¢eni pacienti z neobicajnimi
hiperlipidemijami ter pacienti z boleznimi ledvic in jeter. Pri slednjih
so pogosto prisotni lipoproteini z atipi¢nimi lastnostmi in zanje je
znacilna slabsa specificnost homogenih metod dolo¢anja LDL-hol.

Pri 71-lethem pacientu z boleznijo jeter smo v Splosni bolnisnici
Celje z reagenti firme Roche Diagnostics dolocili koncentraci-
je trigliceridov 5,9 mmol/L, holesterola 16,9 mmol/L, HDL-hol
0,2 mmol/LL in LDL-hol 0,6 mmol/L. Z reagentom firme Denka
Seiken smo izmerili koncentracijo sdLLDL-hol nad 10,4 mmol/L.
Zaradi nizke vrednosti LDL-hol, ki je bila neskladna z vrednostjo
sdLLDL-hol, smo meritev LDL-hol ponovili z reagentom Siemens
Healthcare Diagnostics Dimension Vista. Vrednost izmerjenega
LDL-holje bila 16,3 mmol/L. Med meritvami LDL-hol, izvedenimi
s homogenimi testi razli¢nih proizvajalcev, lahko pride do velikih
razlik in nepravilnih rezultatov, se posebno kadar imamo vzorec
pacienta z boleznijo jeter, ki povzroc¢i motnjo v presnovi lipidov.

Zakljucek: Dolo¢eni homogeni testi za dolocitev LDL-hol izkazuje-
jo slabo specifi¢nost pri vzorcih z neobicajno sestavo lipoproteinov,
zato se njihova uporaba ne priporoca za taksne vrste vzorcev.

1.Remaley AT, Dayspring TD, Warnick GR. Lipids, lipoproteins, apolipopro-
teins and other cardiovascular risk factor. In: Rifai N, Horvath AR, Wittwer

CT. Tictz Textbook of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics. 6th
ed. Elsevier; 2018. p. 576-88.
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V Bolnisnici Topolsica ze vrsto let sledimo sodobnim resitvam
na podrocju digitalizacije v zdravstvu, zaradi cesar smo vodilna
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in hkrati referencna ustanova na tem podrocju v Sloveniji. Di-
gitalizacijo vidimo kot klju¢no orodje pri zagotavljanju varnosti
bolnikov in doseganju najvisje stopnje kakovosti njihove obravnave.
Ob vseh moznostih, ki jih ponuja sodobna tehnologija in glede na
nase vsakodnevne potrebe po sodelovanju z zunanjimi izvajalci
laboratorijske diagnostike, razmisljamo in is¢emo resitve v nacinu
transporta bioloskega materiala, zlasti s transportom s pomoc-
jo dronov oziroma brezpilotnih letalnikov. Transport z dronom
vidimo kot varen in hiter nacin za dostavo bioloskih vzorcev na
mesto analize in s tem hitrejSo pridobitev rezultatov narocenih
preiskav, kar pomeni pospesitev bolnikove obravnave. Ustrezno
hranjen in zasciten bioloski material bi pri uporabi drona vec kot
dobrodoslo ponujal 24/7 transport, ki je neodvisen od zastojev in
drugih nevsecnosti na cesti, zmanjsane kadrovske zasedbe ali drugih
logisti¢nih tezav. Lahko pomeni tudi financni prihranck, se posebej
¢e danes za omenjene transporte ves ¢as namenjamo zaposlenega
in avto, katerega stro$ek vzdrzevanja ni zanemarljiv, da nenehnega
visanja cene goriv ne omenjamo. Se posebej bi bila realizacija takine
organizacije transporta uporabna in ekonomsko najugodnejsa ob
povezovanju vecine izvajalcev laboratorijske diagnostike po drzavi
ali pa vsaj regijsko. Zakonodaja EU, ki ureja podrocje sistemov
brezpilotnih zrakoplovov, omogoca takino prakso. Ceprav je v
zakonodaji natanc¢no doloceno, kaksni so pogoji za letenje na daljsih
razdaljah, so taksni leti v praksi izvedljivi v omejenem obsegu, saj
v EU $e ni izdelanih ustreznih standardov. Se nekaj let nazaj smo
lahko elektri¢ne avtomobile videli le v filmih in vse skupaj se je zdelo
kot precej oddaljena prihodnost, danes pa jih dnevno srecujemo na
cesti. In ¢e se nam v tem trenutku zdi ideja o uporabi brezpilotnega
letalnika za transport bioloskega materiala le kot dobra scena v
znanstveno fantasticnem filmu, lahko z razmisljanjem, pogovorom
in iskanjem dobrih idej na to temo, pocasi tlakujemo novo prakso
laboratorijske medicine v prihodnosti.
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Serum antioxidant enzyme activities in patients
with COVID-19 infection with mild symptoms
related to age

Leonard Kurti, Genzane Mucqj Kurti, lliriana Osmani, Ariana
Kelmendi

Institute of Clinical Biochemistry, Clinical University Center of Kosova,
Kosovo

E-mail: genzanekurti@gmail.com

Chronic degenerative diseases, as well as infectious diseases, such
as viral respiratory infections, include oxidative processes. Anti-
oxidants work by scavenging reactive oxygen species (ROS) and
blocking oxidant-producing enzymes to counteract the effects of
oxidants. COVID-19 incidence, development, and severity are
all influenced by the overproduction of reactive oxygen species
(ROS) and the depletion of antioxidant mechanisms.

The aim of the present study was to compare antioxidant enzyme
activities (superoxide dismutase: SOD, glutathione peroxidase:
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GPx and catalase: CAT) between a group of 40 elderly patients
(60 - 80 years old), a gruop of 40 adult patients (25 — 40 years old)
with COVID-19 infection and mild symptoms.

The levels of GPx, SOD, and CAT were found to be lower signi-
ficantly in the elderly patients groups compared to the adults (p
<0.001;25.68 £ 1.63 vs. 35.98 £ 4.03,2.52 +0.41 vs. 5.36 £ 0.52,
and 94.72 £ 5.41 vs. 131.11 £ 5.77, respectively.

COVID-19 patients are more likely to have reduced levels of
antioxidant compounds as a result of their increased use in cou-
nteracting the detrimental effects of free radicals. Furthermore,
COVID-19 infection combined with other comorbidities, such as
high blood pressure and diabetes, increases the risk of oxidative
stress, therefore antioxidant supplementation may be advantage-

ous to COVID-19 patients.

P-28]|
Type 2 Diabetes Mellitus and Heart - a
coronary artery stenosis risk association

Pradeep K. Dabla', Dharmsheel Shrivastv?, Desh Deepak Sing?,

Vimal Mehta®

'Department of Biochemistry, G. B. Pant Institute of Postgraduate
Medical Education & Research (GIPMER), Associated Maulana
Azad Medical College, GNCTD India

2Amity Institute of Biotechnology, Amity University Rajasthan,
Rajasthan, India

*Department of Cardiology, G. B. Pant Institute of Postgraduate
Medical Education & Research (GIPMER), Associated Maulana
Azad Medical College, GNCTDIndia

E-mail: pradeep_dabla@yahoo.com

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death
globally. In condition of type 2 diabetic mellitus (T2DM), the
prevalence of cardiovascular disease increase parallelly with the
rise of metabolic complication. Literature available suggests that
coronary artery disease (CAD) patients with T2DM shows higher
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incidence of left main stem and multivessel disease. The current
study was conducted in tertiary care specialized hospital in Delhi,
India where we compared the level of percent stenosis in arteries
which supplies blood in and around the heart in CAD patients with
and without T2DM. We enrolled total of eighty age sex matched
diagnosed coronary artery disease patients, out of which 40 were
CAD patient with T2DM (group I) and the rest 40 were CAD
nondiabetic patients (group II). The level serum HbAlc >6.5 was
considered as diabetic and <6.5 considered as non-diabetic. The
coronary angiography was performed by Judkin‘s approach. The
significant difference was observed in serum HbAlc and random
blood sugar level between group I and group II (p=<0.001). In
both group I'and II, the majority of patients were diagnosed with
single vessel disease. The significant difference was observed in
left circumference artery stenosis (p=0.007) between group I and
group II. Further, the Pearson’s correlation coefficient shows
the significant and positive association between stenosis in left
circumference artery and serum HbAlc level (r=0.399, p=0.02).
In conclusions, our study substantiates the significant level of
stenosis in coronary arteries of diabetic patients. However, the
further prospective analysis on larger population size will be
needed to strengthen such conclusion and significant association.

Key words: coronary artery disease (CAD), coronary artery
stenosis, coronary angiography, type 2 diabetic mellitus (T2DM),
association study
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Navodila avtorjem prispevkov za revijo
Laboratorijska medicina

Laboratorijska medicina je strokovno-znanstvena revija Slo-
venskega zdruzenja za klinicno kemijo in laboratorijsko
medicino (SZKKLM), ki objavlja prispevke s Sirsega pod-
roc¢ja laboratorijske medicine (klini¢na biokemija, labora-
torijska hematologija, kakovost in akreditacija medicinskih
laboratorijev, laboratorijska medicinska genetika, pacientu
prilagojena laboratorijska medicina, laboratorijska patolo-
gija s citologijo, laboratorijska mikrobiologija, laboratorij-
ska transfuzijska medicina). Poslanstvo revije je seznanja-
nje slovenske strokovne javnosti z novostmi in smernicami
s tega podrocja. V ta namen objavljamo izvirne znanstve-
ne, pregledne znanstvene in strokovne clanke ter aktual-

ne novosti, zanimivosti in porocila s podrocja laboratorij-
ske medicine.

Laboratorijska medicina je revija z odprtim dostopom, vsi ob-
javljeni prispevki so prosto in takoj po objavi dostopni na
spletni strant SZKKLM za deljenje in uporabo ob ustre-
znem citiranju originalnih avtorjev in vira. Avtorji do-
volijo reviji Laboratorijska medicina, da objavi ¢lanek in se
predstavi kot njegov izvirni izdajatelj. Avtorji podeljujejo
vsem tretjim osebam pravico do svobodne uporabe ¢lan-
ka pod pogojem, da so navedeni njegovi izvirni avtorji in
podatki o objavi.

1. SPLOSNA NAVODILA AVTORJEM

e Urednistvo sprejema v obravnavo le dela, ki pred tem
$e niso bila objavljena in niso v procesu objave. Ce
avtor povzame del drugega dela (slike, tabele), ki je
bilo Ze objavljeno, mora predloziti dovoljenje avtorja
in zaloznika za reprodukcijo.

* Rokopisi morajo biti napisani v jezikovno in
strokovno neopore¢nem slovenskem ali angleskem
jeziku. V ¢lanku so lahko uporabljene le SI enote.

* Rokopis mora biti pripravljen v skladu z
navodili avtorjem in poslan v elektronski obliki
(wordov dokument) kot priloga po elektronski
posti na elektronski naslov laboratorijska.
medicina@szkklm.si. Datoteka naj bo oznacena
z imenom korespondenc¢nega avtorja in naslovom
dela. Sprejem in objava prispevkov sta za avtorje
brezplacna.

e Prispevki bodo recenzirani. Posamezen prispevek
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bosta pregledala in ocenila dva neodvisna recenzenta
ter lektor za slovenski ali angleski jezik. Med
uredniskim postopkom je zagotovljena tajnost
vsebine prispevka.

* Vsa dela, ki obravnavajo raziskave, narejene na
ljudeh, morajo imeti v besedilu navedeno, da je bila
raziskava opravljena v skladu z naceli Helsinsko-
Tokijske deklaracije, da so se preiskovanci strinjali z
vkljucitvijo v raziskavo in so podpisali obvesceni pisni
pristanek za prostovoljno vkljucitev. Podrobnosti, ki
bi lahko razkrile identiteto preiskovancev, morajo
biti izpuscene. Navedena naj bo zaporedna stevilka,
pod katero je Komisija za medicinsko etiko pri
Ministrstvu za zdravje obravnavala vlogo raziskave.


mailto:laboratorijska.medicina@szkklm.si
mailto:laboratorijska.medicina@szkklm.si
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2. VRSTE PRISPEVKOV IN NAVODILA ZA NJIHOVO

PRIPRAVO

Uvodnik napise urednik ali k pisanju povabi uglednega
strokovnjaka. Je brez izvlecka, klju¢nih besed in oznace-
nih odstavkov.

Izvirni znanstveni ¢lanek je samo prva objava rezulta-
tov izvirnih raziskav na podrocju laboratorijske medicine.
Clanek naj bo organiziran po naslednji shemi: povzetek,
uvod, materiali in metode, rezultati, razprava, zakljucek
in literatura. Vsebuje naj do 3000 besed, najvec¢ 5 grafic-
nih elementov in do 30 referenc.

Pregledni znanstveni ali strokovni ¢lanek je pregled
najnovejsth del o dolo¢enem podrocju z namenom povze-
t1, analizirati, evalvirati ali sintetizirati informacije, ki so
ze bile objavljene. Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod,
osrednje besedilo, zakljucek in literaturo. Vsebuje naj do
5000 besed, najvec 7 graficnih elementov in do 50 virov.

Kratki prispevek je pripravljen z namenom predstavitve
zanimivega klini¢nega primera/-ov, pomembnih poti labo-
ratorijske obravnave ali osvetlitve aktualne teme s podroc-
ja laboratorijske medicine. Pri kratkem prispevku so po-
samezni elementi sheme izvirnega ¢lanka lahko izpusceni.
Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod, prikaz primera/-ov,
razpravo, zakljucek in literaturo. Vsebuje naj do 2000 be-
sed, najvec¢ 3 graficne elemente in do 20 referenc.

Strokovni ¢lanek je predstavitev Ze znanega, s poudar-
kom na uporabnosti rezultatov izvirnih raziskav in Sirje-
nju znanja. Organizacija clanka je prilagojena vsebini, ima
povzetek, uvod, osrednje besedilo, zakljucek in literaturo.
Vsebuje naj do 3000 besed, najvec¢ 5 grafi¢nih elementov
in do 30 referenc.

3. OBLIKA IN STRUKTURA PRISPEVKA

Prispevek naj bo pripravljen v formatu A4 z robovi 2,5 cm
in razmakom vrstic 1,5. Velikost ¢rk pisave Times New Ro-
man naj bo 12 pt, besedilo najima obojestransko poravnavo.

Spremni dopis naj vsebuje:
* naslov prispevka v slovenskem in angleskem jeziku,

¢ telefonsko Stevilko in elektronski naslov
korespondenc¢nega avtorja,

* izjavo, da prispevek Se ni bil objavljen ali poslan v
objavo v drugo revijo,
* izjavo, da se z vsebino prispevka strinjajo vsi avtorji,

* lahko vsebuje predlog dveh neodvisnih recenzentov
(ime in priimek, elektronski naslov).

Prva stran prispevka naj vsebuje:

* naslov prispevka v slovenskem in angleskem jeziku,

* celotna imena avtorjev in naslove ustanov, kjer so
zaposleni.

Povzetek prispevka:

e vslovenskem in angleskem jeziku,

* naj ne presega 200 besed.

Kljuéne besede:

e vslovenskem in v angleskem jeziku,

* najveC Sest.

Strukturirano besedilo:

* naslovi poglavij/podpoglavij naj bodo odebeljent
(bold),

 struktura naj bo skladna z vrsto prispevka.

Slike in preglednice:

* Morajo biti oznacene z zaporedno stevilko in
opremljene s slovenskim in angleskim besedilom,
ki naj vsebuje naslov slike oziroma preglednice in
razlago vsebine.
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* Slike naj bodo originalne. Clanku naj bodo
prilozene kot samostojna datoteka. Kakovost slike
naj bo vsaj 300 dpi v formatu TIFF ali JPEG.

* Preglednice naj bodo pripravljene v programu Word.
Prilozene naj bodo na koncu besedila.

4. LITERATURA

o Vbesedilu je treba vsako trditev podpreti z navedbo vira.

e Zanavajanje virov naj bo uporabljen Vancuver reference sty]e, podrob-
nejsa navodila so v » Quick reference guide: Vancouver Citing & Referen-
cingstyle« (htep://guides.lib.monash.edu/citing-referencing/vancouver).

o Viri naj bodo oznaceni s tevilkami in v vrstnem redu, kot se pojavljajo v
prispevku. V besedilu naj bodo navedeniv okroglem oklepaju. Kot primer
prikazujemo navajanje ¢lanka (1), poglavja vknjigi (2) in spletne strani (3).
Seznam vseh navedenih virov naj sledi na koncu besedila, oznaceni naj
bodo z zaporednimi $tevilkami, kot so navedeni v tekstu. Ce je avtorjev

dela ve¢ kot Sest, navedite le prvih $est in nato dodajte et al.
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e V primeru ponatisa ali minimalne spremembe slik

ali drugih elementov v prispevku mora avtor priloziti
dovoljenje lastnika avtorskih pravic za objavo v
Laboratorijski medicini.

Primer navajanja znanstvenih ¢lankov:

1.

Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, et al. Stan-
dards and guidelines for the interpretation of sequence variants: A joint
consensus recommendation of the American College of Medical Genetics
and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med.
2015;17(5):405-24.

Lieberman M, Marks A, Peet A. Fate of Amino Acid Nitrogen: Urea Cycle.
In: Lieberman M, editor. Basic medical biochemistry. 4th ed. Lippincott
Williams & Wilkins; 2013. p.707-23.

Deafness Variation Database [Internet]. Available from: htep://deaf-
nessvariationdatabase.org/
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