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Uvodnik

Spostovane kolegice in kolegi, spostovane bralke in bralci!

Pred vami je peta stevilka Laboratorijske medicine. Koncept revije se ne
spreminja in tudi tokrat vam predstavljamo rubriko Laboratorijska medicina
skozi oc1. Pripravila jo je doktorica znanosti s podrocja zdravstvene nege Ana
Gianini. V razmislek nam daje predvsem pomen kontinuirnega izobrazeva-
nja, ki pa seveda velja za vsa podrocja zdravstva. Delavci v zdravstveni negi
predstavljajo pomemben steber zdravstva in pogosto kljucno povezavo med
zdravnikom in laboratorijem. Zato je usposabljanje delavcev na podrocju zdra-
vstvene nege kljucno in mora vsebovati tudi vsebine iz podrocja laboratorijske
medicine. Seveda je pomembno, da se diplomanti zdravstvene nege vsaj z
osnovnimi vsebinami laboratorijske medicine seznanijo Ze tekom diplomskega
in magistrskega studija. Ne moremo pa pricakovati, da bo celotno breme izo-
brazevanja iz razlicnih specialnih znanj prevzele fakultete. ITa znanja namrec
diplomanti in magistratni na vsch podrocjih v veliki meri pridobijo kasneje,
na delovnem mestu. Za uspesno kontinuirno usposabljanje zaposlenih na
podrocju zdravstvene nege je kljucno sodelovanje strokovnjakov s podrocja
zdravstvene nege in strokovnjakov iz drugih podrocij. Sodelovanje s strokov-
njaki laboratorijske medicine je v nekaterih ustanovah praksa, drugje pa se
mocno v povojih. Zato, drage kolegice in kolegi, velja poziv vsem! V domacih ustanovah poskrbimo za boljse
povezovanje s strokovnjaki zdravstvene nege in za izobrazZevanja iz nekaterih kljucnih podrocij laboratorijske
medicine. Morda pa bi bilo smotrno tudi aktivnejse povezovanje z drugimi zbornicami in drustvi, ki delujejo
na podrocju zdravstva. S tem bomo pripomogli izboljsali sodelovanje in komunikacijo na vseh nivojih zdravstva,
hkrati pa poskrbeli za zmanjsanje predanalitskih napak in s tem k visji kakovosti nasih storitev.

Katarina Trebusak Podkrajiek

Glavna in odgovorna urednica

V tej stevilki vam ponujamo tudi kratek zgodovinski vpogled v razvoj nase stroke. Ta nas uci o pomenu sodelo-
vanja strokovnjakov razlicnih specialnosti znotraj laboratorijske medicine in seveda tudi o sirsem povezovanju
z drugimi vejami medicine. Je opomin na to, da je laboratorijska medicina ziva veda, ki se razvija z izjemno
hitrostjo. Pri razvoju pa je kljucno, da smo usmerjeni v prihodnost in da vsi prispevamo svoj kamencek k
pestremu mozaiku podrocij, ki jo sestavljajo. Kajti, kot pravi George Orwell: "Iz sedanjosti ne moremo bezati v
preteklost, marve¢ zmeraj samo v bodocnost". Laboratorijska medicina je del medicine in je zajeta tudi v mo-
nografijo Zgodovina zdravstva in medicine na Slovenskem. Vseeno pa bo za sirse priznanje njenega pomena v
medicini potrebno Se veliko truda.

Zelim vam prijetno branje pete stevilke Laboratorijske medicine!

Katarina Trebusak Podkrajsek

Glavna in odgovorna urednica Laboratorijske medicine
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Laboratorijska medicina skozi oci
diplomirane medicinske sestre na
Pediatricni kliniki v Ljubljani

Ana Gianini
Univerzitetni kliniéni center Ljubljana, Pediatriéna klinika

Laboratorijska medicina ima pomembno vlogo pri pre-
poznavanju, zdravljenju in spremljanju bolezni pri otro-
cth in mladostnikih. Za kakovost laboratorijskih storitev
paje klju¢no, da je bioloski vzorec odvzet pravilno, ter da
se z njim ustrezno rokuje (1). Pri teh korakih pomembno
vlogo igrajo prav diplomirane medicinske sestre (DMS), ki
morajo biti seznanjene s predanaliznimi zahtevami za po-
samezno laboratorijsko preiskavo.

Pri svojem delu se DMS vsakodnevno sre¢ujemo z odvze-
mi krvi pri novorojencku, dojencku, otroku in mladostni-
ku. Odvzem krvi pri novorojencku, dojencku in majhnem
otroku je specificen in se razlikuje od odvzema krvi pri od-
rasli populaciji. Izbira ustrezne tehnike odvzema krvi pri
otroku je odvisna od njegove starosti ter bolezenskega sta-
nja. Pomembno je, da izberemo pravilno tehniko, saj le na
ta nacin zmanjSamo otrokovo nelagodje ter s tem njegov
strah pri odvzemu krvi (2).

Pri odvzemu krvi otroku ali mladostniku je izredno po-
membna tudi komunikacija z njim in njegovimi starsi. Po-
stopek odvzema krvi mora biti primerno pojasnjen glede na
starost in stopnjo razvoja otroka. Pomembno je, da DMS
priodvzemu krvi s strokovnim znanjem ustvari pozitivno

1zkusnjo in zagotovi varnost. To je $e posebno zahtevno, ka-
dar imajo otroci slabo izkusnjo iz preteklosti. Dobra med-
sebojna komunikacija z otrokom, mladostnikom in starsi
pripomore, da se vzpostavi zaupanje, da otroci lazje sode-
lujejo, so motivirani in je odvzem krvi tako manj stresen.

Pravilen odvzem krvi pri novorojencku, dojencku, otroku
in mladostniku je klju¢nega pomena iz ve¢ razlogov. Otro-
ciimajo specificne fizioloske in anatomske razlike v primer-
javi z odraslo populacijo, zato je pomembno strokovno zna-
nje DMS, ki odvzema kri. DMS mora posebno pozornost
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nameniti tudi vrstnemu redu in celotnemu nacrtovanemu
volumnu odvzemov krvi, saj je najvisji dovoljeni volumen
odvisen od starosti in velikosti ter telesne teze otroka (3). Ce
DMS ugotovi, da je zdravnik narocil vec razlicnih preiskav
in je kolicina odvzete krvi presegla priporoceni volumen, ga
mora opozoriti in se dogovoriti, katere preiskave in s tem
kateri odvzemi so prednostni. Prav tako je zelo pomembno,
da odvzete vzorce pravilno shrani in pravilno transportira
v laboratorij. Vedeti mora, na kaksni temperaturi je lahko
vzorec shranjen in v koliksnem ¢asu mora biti transportiran
v laboratorij, da bo rezultat preiskave zanesljiv.

Zato je izjemnega pomena, da ima DMS potrebno strokov-
no znanje, kije pomembno za pravilen odvzem in transport
vzorcev. Pri tem je kljucno redno izobrazevanje, saj je po-
leg tehni¢nega znanja, ki je pomembno pri odvzemu krvi,
pomembno tudi dodatno specialno znanje s podrocja la-
boratorijske medicine. Obseg znanja s podrocja laborato-
rijske medicine, ki ga DMS pridobijo med $tudijem, je iz-
jemno omejen. Zato menim, da bi bilo koristno, ¢e b1 bile
na zdravstvenih fakultetah v studijskem programu v vedjt
meri vkljucene tudi vsebine s podrocja laboratorijske me-
dicine. Menim, da bi vsem, ki se pri svojem delu srecuje-
mo z odvzemom krvi, koristila tudi redna dodatna usmer-
jena izobrazevanja s podrocja laboratorijske medicine in
bi se v ta namen morali Se tesneje povezovati z zaposle-
nimi v laboratoriju. DMS in zaposleni v laboratoriju bi v
posameznih ustanovah lahko organizirali skupna izobra-
zevanja ali delavnice. Tako bi vsi, ki sodelujemo pri po-
stopku odvzema krvi in interpretaciji rezultatov vzorcev,
imeli boljsi vpogled v podro¢je in bili seznanjeni z vsemi
novostmi. Zaposleni v laboratoriju pa bi na ta nacin lah-
ko dobili tudi boljsi vpogled v izzive in tezave, s katerimi
se pri odvzemu bioloskih vzorcev srecujemo DMS, in so
specificni za razlicna podrocja, kot je na primer pediatrija.

»
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Ana Gianini je kot diplomirana medicinska sestra
zaposlena na Pediatri¢ni kliniki Univerzitetnega kli-
niénega centra v Ljubljani. Diplomirala je leta 2004
na Visoki $oli za zdravstvo v Ljubljani. Leta 2016 je
zakljuéila magistrski $tudij na Fakulteti za zdravstvo
Angele Boskin, kjer je leta 2022 tudi doktorirala.

Od leta 2006 je delovala na Kliniénem oddelku za
endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove Pedi-
atriéne klinike, kjer se Se posebno posveéa edukaci-
ji obolelih s sladkorno boleznijo tipa 1. Strokovno in
raziskovalno delo predstavlja na sreéanjih v Sloveni-
ji-in tujini. Bila je ¢lanica izvrsilnega odbora sekcije
medicinskih sester in zdravstvenih tehnikov v endokri-
nologiji pri Zbornici zdravstvene in babiske nege v
Slovenije. Od 1. 9. 2023 deluje kot koordinatorica pe-

dagoske dejavnosti na Pediatri¢ni kliniki v Ljubljani.
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Kako oceniti delovanje ledvic v letu 2023

How to estimate kidney function in 2023
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ABSTRACT

In practice, GFR is estimated (eGFR) from endogenous
marker concentrations. However, current eGFR approach-
es still lack accuracy. Conversely, exogenous marker clear-
ance, 1.e., measured GFR (mGFR) is the most accurate
method for evaluating kidney function; however, stan-
dardized protocols are lacking. Inulin clearance has
been considered the reference method for determining
mGFR. Given the limitations of serum creatinine and in-
ulin, non-radioactive and radioactive exogenous mGFR
markers are the most accurate options for evaluating GFR.
However, mGFR procedures are complex and have a de-
gree of error. Limited ”'Cr- ethylenediamine tetraacetic
acid availability, lacking certified reference iohexol (off-la-
bel IVD) materials, and lacking uniform protocols all ques-
tion the merits of mGFR methods as a golden standard
for evaluating kidney function. Furthermore, regulatory
issues are narrowing the clinical use of mGFR.

In children, the modified Schwartz equation can only be
used in combination with enzymatic creatinine assays, and
thus there 1s a growing tendency to apply cystatin-C-based
approaches in pediatric nephrology.

Creatinine-based eGFR equations have their limitations,

particularly regarding imprecision. Creatinine-based equa-
tions have lower accuracy in ethnic groups other than
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white and Afro-American groups. Cystatin C is an al-
ternative: eGIFR cuinine-cysain Nas a higher accuracy than
that of eGIFR jyuin and eGEFRcaginine. Cystatin C equa-
tions perform as well as the CKD-EPI 2012 equation. The
combined equation 1s not independent of eGFR,c.ininc
and requires specifying ethnicity. The CKD-EPI 2012
eGFR in equation can be used without specifying eth-
nicity but is not more accurate than the CKD-EPI 2009
eGFR catinine €quation. Despite newer American recom-
mendations, the European Federation of Laboratory Med-
icine still adheres to this equation.

Key words: cystatin C, inulin, exogenous markers, iohexol,
glomerular filtration rate

INTRODUCTION

Accurate determination of the glomerular filtration rate
(GFR) is of utmost importance for the diagnosis of kidney
disease. In clinical practice, GFR is typically estimated
(eGFR) from blood concentrations of endogenous markers (1).
However, current eGFR computational approaches are still
naccurate, particularly if GFR falls below 60 mL/min/1.73
m?2 (2). Measuring the clearance of exogenous GFR mar-
kers is considered the most accurate method fort evalua-
ting kidney function, referred to as measured GFR (mGI'R).

mGFR determination is required when accurate knowledge >



of kidney function is essential, such as in oncology patients

receiving chemotherapy or in kidney transplant candidates

(3, 4). As standardized procedures are lacking, mGIR va-
lues obtained by an improperly implemented protocol may
be biased. Criteria for reliable exogenous GFR markers are

as follows: water-soluble, not bound to proteins, only excre-
ted by the kidneys, 100% filtered through the glomerulus in

subjects with normal kidney function, and neither secreted

nor absorbed by kidney tubules. Several exogenous markers

have been evaluated for this purpose, including inulin, *'Cr-
-ethylenediamine tetraacetic acid ('Cr-EDTA), """ Tc-di-
ethylenetriamine pentaacetic acid (""" Tc-DTPA), '*I-otha-
lamate, and non-isotopic “cold” markers (e.g., iothalamate

and iohexol) (5, 6). A multimetabolite eGFR panel derived

from a single blood draw may estimate GFR at least as ac-
curately as mGFR, without the need for specifying demo-
graphic and clinical characteristics or performing laborio-
us sampling procedures.

Conversely, the introduction of the standard reference ma-
terial 967 for serum/plasma creatinine (7) has paved the
way towards better eGFR estimations based on traditio-
nal markers, such as creatine. In recent years, much pro-
gress has been made on improving the accuracy of eGFR
based on endogenous markers. This review paper provides
an overview of the currently used endogenous and exoge-
nous GFR markers in children and adults.

EXOGENOUS GFR MARKERS

Determining mGFR is considered the most accurate
method for evaluating kidney function, and inulin clea-
rance has long been considered the reference method for
determining mGFR (8). However, measuring serum cre-
atinine and inulin has limitations, and thus non-radioa-
ctive (iohexol and iothalamate) and radioactive exogenous
mGFR markers are considered the most accurate markers
for evaluating GIFR (9, 10). Procedures for determining
mGFR are generally technically complex and are associ-
ated with a degree of error. The off-label use of non-ionic
contrast agents could lead to possible compensation cla-
ims by patients in the case of adverse events (11). Despi-
te being an invasive procedure, GFR determination ba-
sed on iohexol clearance is safe; the overall rate of adverse
treatment-related events was reported to be 0.0066%, in-
dependent of disease conditions and GFR categories (12).
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Limited *'Cr-EDTA availability, lacking certified referen-
ce materials for iohexol, and the fact that iohexol is an off-
-label IVD are major drawbacks that prevent widespread
clinical use of exogenous markers. Lacking uniform pro-
tocols lead to varying results and question the merits of
mGFR methods as a golden standard for evaluating ki-
dney function (13).

REGULATIONS FORIN
VITRO DIAGNOSTICS

Both in the United States (US) and European Union (EU),
the policies issued by regulatory agencies regarding la-
boratory-defined tests are becoming very strict. The US
Food and Drug Administration applies a definition for di-
agnostic tools comparable to that of the European Medi-
cine Agency (EMA), specifying what is essential for safe
and effective use (14, 15). In the EU, the EMA formula-
ted a new set of in vitro diagnostic regulations that have
become effective as of May 26, 2022. Diagnostic labora-
tories are experiencing difficulties in providing the requ-
ired evidence and qualifications for their reagents, as test
procedures are getting stricter. In the future, the use of ra-
diodiagnostics (e.g., iohexol and iothalamate) will only be
permitted if the manufacturer can provide evidence that
the reagent is compliant with the regulations and requi-
rements of a diagnostic companion, not only for imaging
applications but also for kidney function measurements.
Therefore, it can be anticipated that the clinical use of exo-
genous GFR markers will be limited in the years to come.

A POTENTIAL SOLUTION:
A MULTIPANEL SET OF
MARKERS

Given the limitations of serum creatinine and exogenous
biomarkers, and the global need for precise GFR estima-
tions, an alternative approach is to combine endogeno-
us filtration markers in a panel from a single blood draw,
downplaying the contribution of non-GFR determinants
of each endogenous biomarker (due to the large number

13
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of biomarkers) and reducing the error in GFR estimation
(16, 17). Potential non-GFR determinants of endogenous
filtration markers are the rates of their production by me-
tabolic processes, tubular secretion and reabsorption, and
extrarenal elimination (17). Short-term fluctuations in the
true GFR affect serum concentrations of filtration markers
more slowly than clearance values, and measuring serum
concentrations is easier than determining clearance. The
ideal multipanel set of biomarkers should estimate GFR at
least as accurately as mGFR, without the need for speci-
fying demographic or clinical characteristics.

In the aftermath of the George Floyd case (25 May, 2020),
in particular in the US, there is a growing tendency for
GFR estimations to avoid specifying race (18, 19), age, and
sex due to variability across different conditions, such as
illness, diet, and geography. Standardizing GFR for body
surface area may also not be optimal because of variable
body compositions (20).

Data integration with large-scale datasets, including DNA
and RNA sequence data, metabolomics data, and prote-
omics data from individuals and patients along the ge-
notype—phenotype continuum of chronic kidney disease
(CKD), might be helpful to develop a multimetabolite pa-
nel for GI'R determination (21). Metabolomics has revolu-
tionary potential in the field of GFR estimation with a ra-
pid screening of metabolites that are primarily cleared by
glomerular filtration and could serve as alternative filtra-
tion markers if a strong correlation with mGFR could be
demonstrated. Another major advantage of this technique
might be the development of robust targeted mass spectro-
metry assays that are both accurate and easily included in
multiplex panels (20). Recently, the potential utility of pro-
teomics for predicting CKD incidence and prognosis has
been demonstrated (22, 23). Computational approaches
such as machine learning enable combining high-dimen-
sional datasets in which the number of variables exceeds
the number of clinical outcome observations (21).

Although the optimal composition of multimetabolite eGFR
panels is still to be determined, low-molecular-weight se-
rum proteins and metabolic waste products have been iden-
tified as candidate filtration markers (24).
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GFR DETERMINATION IN
CHILDREN

In children, the estimation of GFR is slightly complica-
ted due to the analytical interference present in the widely
used Jafle reaction in creatinine assays (25). The classical
Schwartz formula (which has been in use since 1976) (26)
for estimating GI'R has been the standard for many years.
However, the introduction of the standard reference ma-
terial (SRM) 967 for serum/plasma creatinine assays has
necessitated adaptations of the coeflicients for calculating
GI'R (k x height/serum creatinine). Therefore, Schwartz
et al. have proposed an adapted equation to estimate GFR
in children with CKD, using serum creatinine values (27).
The coeflicient of the revised Schwartz equation (0.413) is
only valid in combination with enzymatic creatinine assays,
which are recommended by the International Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (28). As
the major analytical interference in Jaffe-based creatini-
ne methods (alkaline picrate reaction) is the total serum
protein concentration, Speeckaert et al. have proposed a
compensation based on total protein values that enables
Schwartz equations to be used in combination with Jaffe-
-based creatinine assays (29).

CYSTATIN C, AN
INTERESTING ALTERNATIVE
OR SUPPLEMENT

The availability of an international standard ERM-DA471/
IFCC (30) and the independency from muscle mass have
fostered the use of plasma/serum cystatin C as a biomar-
ker for assessing GFR (31, 32, 33). Cystatin-C-based for-
mulas have been developed, and cystatin-C-based GFR
estimation is even possible in neonates (34).

In problem cases or in cases where accurate GIFR estima-
tion 1s required (e.g., when nephrotoxic drugs are admi-
nistered), it might be wise to supplement creatinine-based
GI'R estimations with a second renal function marker (e.g.,
cystatin C) or a conventional creatine clearance measure-
ment. Despite its widespread use, the best creatinine-ba-

sed GIFR-estimating equation for use in diverse populations >



(the Chronic Kidney Disease Epidemiology Consortium
(CKD-EPI) 2009 creatinine equation) (35) has its limita-
tions. Creatinine standardization efforts are being made;
however, mGIR estimates are still imprecise and must be
improved. This imprecision is explained by variations in
muscle mass and diet that are not adequately modeled by
correcting for sex, age, and ethnicity in the equation.

The intra-subject biological variation for MDRD and
CKD-EPL catinine () + cystatinc cy9 €GFR are each significan-
tly lower than that of mGFR (6.7% [5.6—8.2]) (36). For
non-white and non-Afro-American populations, current
creatinine-based equations result in lower accuracy. The-
refore, serum cystatin-C-based equations have been pro-
posed because they are less influenced by muscle mass than
serum creatinine. However, it should be noted that cysta-
tin G values are affected by adiposity, inflammation, and
smoking. Furthermore, cystatin G is upregulated by cer-
tain malignant tumors and is also affected by corticostero-
ids and thyroid hormones. CKD-EPI 2012 cystatin C and
creatinine-cystatin C equations have been developed (37).
eGFR and eGFR,, have comparable accuracy, whereas
eGFR,, . has a significantly higher accuracy than either
single-marker equation. Cystatin-C-based GFR equations
perform as well as, but not better than, CKD-EPI 2012 equ-
ations. The CKD-EPI 2012 eGFR..,.,, equation appears to
be more accurate than both the CKD-EPI 2009 eGFR.,
and CKD-EPI 2012 eGFR., equations. The combined
equation is not independent of eGFR,, and requires spe-
cification of ethnicity. The CKD-EPI 2012 ¢GFR,,, equ-
ation can be used without specification of ethnicity. Re-
cently, the EFLM has recommended not to implement the
race-free (CKD-EPI) equation in European laboratories
and to keep the 2009 version of the CKD-EPI equation,
without applying a race correction factor (38).

CONCLUSION

GFR measuring methods are characterized by serious
drawbacks. Therefore, more practical and affordable GFR
estimates are to be preferred for most clinical applications
in children and adults. The CKD-EPI 2009 equations lar-
gely fulfill clinical needs for most patients, and combined
(creatinine—cystatin-C-based) eGFR equations provide
superior accuracy.
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POVZETEK

Koncentracija lipoproteina(a) (Lp(a)) je dolocena genetsko in
je neodvisni dejavnik tveganja za sr¢no-zilne bolezni. Lp(a)
je s holesterolom bogat lipoproteinski delec, ki nastaja v je-
trih. Sestavljen je iz apolipoproteina B100 in apolipoprotei-
nafa) (apo(a)), ki sta povezana z disulfidno vezjo. Apo(a) kodi-
ra LPA, ki je eden najbolj polimorfnih genov pri cloveku, saj
je bilo identificiranih ze vec kot 40 genetskih variant. Kon-
centracija Lp(a) je v 90 % genetsko dolocena preko variant v
genu LPA in je v aterogenem obmocju (> 300 mg/L) priso-
tna pri 20 do 30 % populacije. V zadnjem desetletju je pris-
lo do velikega napredka pri razumevanju mehanizmov, ki so
vpleteni v sintezo in presnovo Lp(a), kar je izboljsalo tudi ra-
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zumevanje patofiziologije Lp(a) in dejavnikov, ki vplivajo na
njegovo koncentracijo. Kljub temu da doloc¢anje Lp(a) $e ni
standardizirano, s klinicnega vidika zadostuje za prepozna-
vanje posameznikov s pove¢anim tveganjem za sr¢no-zilne
bolezni. Pri teh posameznikih je klju¢no zmanjsanje tvega-
nja, zato so v postopku razvoja nove, obetavne terapevtske
moznosti za znizevanje koncentracije Lp(a), ki so usmerje-
ne proti mRINA gena LPA. Namen prispevka je predstavitev
najnovejsith ugotovitev o strukturi, sintezi, presnovi, patofizi-
oloskih mehanizmih in terapevtskih moznosti za znizevanje
koncentracije Lp(a) ter izpostaviti izzive pri njegovem dolo-
canju v klini¢nih laboratorijih.

Kljuc¢ne besede: lipoprotein(a), dislipidemija, sr¢no-zil-
na bolezen, ateroskleroza

17

»



18

ABSTRACT

Lipoprotein(a) (Lp(a)) is an inherited and independent risk
factor for cardiovascular diseases. Lp(a) is a cholesterol-rich
lipoprotein synthesized in the liver. It consists of apolipo-
protein B100 and apolipoprotein(a) (apo(a)) linked by a di-
sulfide bond. Apo(a) is encoded by LPA gene, one of the
most polymorphic genes in humans, as more than 40 gene
variants have been discovered. Lp(a) levels are 90% genet-
ically determined by variants in the LPA gene and are in
the atherogenic range (> 300 mg/L) in 20 to 30% of the
population. In the last decade, immense progress has been
made in understanding the mechanisms involved in the
synthesis and metabolism of Lp(a). This has also improved
the understanding of the pathophysiology of Lp(a) and the
factors affecting Lp(a) concentration. Although the deter-
mination of Lp(a) is not yet standardized, from a clinical
point of view it allows the identification of individuals at
increased risk for cardiovascular diseases. To reduce risk,
promising new therapeutic options are currently being de-
veloped to directly lower Lp(a) concentrations by target-
ing LPA mRNA. The aim of this article is to present the
latest knowledge on the structure, synthesis, metabolism,
pathophysiological mechanisms, and therapeutic options
for lowering Lp(a) and to address challenges in determin-
ing Lp(a) concentration in clinical laboratories.

Key words: lipoprotein(a), dyslipidemia, cardiovascular
disease, atherosclerosis

UvoD

Src¢no-zilne bolezni $e vedno predstavljajo glavni vzrok
smrti v razvitih drzavah in to kljub temu da je v zadnjem
desetletju prislo do velikega napredka pri postavitvi dia-
gnoze, zdravljenju in ozavescanju o preventivnih ukrepih
(1). Ateroskleroza je kronic¢na, progresivna vinetna bolezen,
ki se zacne v mladosti ali v drugem desetletju zivljenja, kli-
nicno pa se izrazi v zrelih oz. poznih letih (2). Glavne dejav-
nike tveganja delimo na modificirajoce (hiperholesterole-
mija, sladkorna bolezen, hipertenzija) in nemodificirajoce
(starost, spol, genetska predispozicija). Pomembno vlogo
pri razvoju ima tudi zivljenjski slog (kajenje, debelost, te-
lesna nedejavnost). Ker je ateroskleroza pocasi napredujo-
¢a bolezen, je prepoznavanje oseb s povecanim tveganjem
za sr¢no-zilne dogodke zelo pomembno, saj omogoca pra-
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vocasno uvedbo preventivnih ukrepov in s tem nizjo stop-
njo obolevnosti in umrljivosti (2).

Lipoprotein(a) (Lp(a), lipoprotein mali(a)) je leta 1963 prvic¢
opisal norveski zdravnik Kare Berg, ko je izvajal poskus
hiperimunizacije zajcev z lipoproteini nizke gostote (LDL),
1zoliranimi iz krvi 20 zdravih posameznikov. Pri tem je
odkril protitelo, ki je prepoznalo »antigen Lp«, imenovan
Lpa. Ta antigen je bil prisoten pri 34 % od 314 testiranih
serumov zdravih odraslih oseb, ki so jih poimenovali Lpa"
(3). Nadaljnje raziskave so pokazale, da je zvisana koncen-
tracija Lp(a) neodvisni dejavnik tveganja za sr¢no-zilne do-
godke ne glede na koncentracijo holesterola LDL (4). Dolo-
canje koncentracije Lp(a) zaenkrat ne poteka rutinsko. Ker
ima povisano koncentracijo Lp(a) kar 20 do 30 % popula-
cije, pomanjkljivo prepoznavanje oseb z zvisanimi koncen-
tracijami Lp(a) prispeva k obolevnosti in umrljivosti zaradi
sr¢no-zilnih bolezni (5). Zato bi koncentracijo Lp(a) v se-
rumu ali plazmi morali dolocati pri vsech posameznikih s
hiperholesterolemijo ter pri bolnikih z znano sr¢no-zilno
boleznijo ali druzinsko obremenjenostjo z namenom do-
datne opredelitve tveganja. Zmanjsanje tveganja za src-
no-zilne dogodke je izrednega pomena, zato so v razvoju
nove, obetavne terapevtske moznosti za znizevanje kon-
centracije Lp(a), ki so usmerjene proti mRNA gena LPA.
Pricakujemo, da bo doloc¢anje koncentracije Lp(a) v labo-
ratorijski diagnostiki v prihodnosti bolj pogosto, $e posebej
pa smiselno pri osebah s povecanim tveganjem za sr¢no-
-zilne bolezni. Namen prispevka je predstavitev najnovej-
sih ugotovitev o strukturi, sintezi, presnovi, patofizioloskih
mehanizmih in terapevtskih moznostih za znizevanje kon-
centracije Lp(a) ter izpostaviti nekatere izzive pri njegovem
doloc¢anju v klini¢nih laboratorijih.

ZGRADBA LIPOPROTEINA(a)

Lp(a) je lipoprotein, ki vsebuje holesterol, sestavljen iz apo-
lipoproteina B100 (apoB100). ApoB100 je preko disulfidne
vezi vezan na apolipoprotein(a) (apo(a)), patognomonicno
komponento Lp(a). ApoB100 je delec, podoben holestero-
lu LDL, apo(a) pa je glikoprotein, ki ga kodira gen LPA.
Gen LPA se nahaja na dolgi rocici kromosoma 6 (6q26-
27) in spada med najbolj polimorfne gene pri ¢loveku, saj
je bilo odkritih ze vec¢ kot 40 njegovih variant (5). Gen LPA
je nastal s podvojitvijo gena za plazminogen (PLG), zato je

struktura apo(a) homologna strukturi plazminogena. Plaz- >



minogen vsebuje pet razlicnih zavitih odsekov, t. 1. domen
v obliki lasnice (angl. kringle) (KI do KV), in aktivno pro-
teazno domeno, medtem ko apo(a) ne vsebuje kringl do-
men KI, KIT in KIII, prisotne pa so KV, inaktivna prote-
azna domena ter deset razlicnih podtipov KIV (KIV ),
in sicer po ena ponovitev KIV, in KIV; , stevilo pono-
vitev KIV, pa variira od ene do vec kot 40 (Slika 1). Mo-
lekulska masa Lp(a) je zato zelo razlicna in se giblje med
250 1n 800 kDa (6).

plazminogen

(R

Kl KIV KV

aktivna
proteazna
domena

lipoprotein(a)

neaktivna

proteazna
domena

Slika 1: Primerjava zgradbe plazminogena in lipoproteina(a)
(Lp(a)). Plazminogen sestavlja pet domen v obliki lasnice (KI-KV)

in akfivna proteazna domena. Lp(a) pa sestavlja deset razli¢nih.
podtipov KIV (KIVi=KIVyo), KV in neaktivna proteazna domena. Stevilo
KIV, variira od ene do vec kot 40 ponovitev. Slika je bila pripravlijena
s spletnim orodjem BioRender.com.

Figure 1: Comparison of plasminogen and lipoprotein(a) (Lp(a))
structure. Plasminogen consists of five kringl domains (KI-KV) and
active protease domain. Lp(a) consists of ten different types of KIV
(KIVi=K1Vso), KV, and non-active protease domain. The number of KIV,
varies from one to more than 40. Created with BioRender.com.
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SINTEZA IN RAZGRADNJA
LIPOPROTEINA(a)

Tako apoB100 kot tudi apo(a) se sintetizirata izkljucno v he-
patocitih (7). Sintezi apo(a) sledijo posttranslacijske modifi-
kacije v endoplazemskem retikulumu (ER), vklju¢no z na-
stankom treh disulfidnih vezi znotraj vsake kringl domene
in N-glikozilacijo, ki omogoci povezave s kalneksinom in
kalretikulinom. Le-te so potrebne za pravilno strukturno
konformacijo apo(a) ter njegovo izlocanje iz ER (8). Ko-
liko ¢asa apo(a) ostane v ER, je odvisno od stevila pono-
vitev KIV,. Cas je sorazmeren Stevilu ponovitev, zato so
vecje izooblike bolj podvrzene razgradnji v proteasomih.
To morda lahko delno pojasni dejstvo, da je koncentraci-
ja Lp(a) praviloma visja pri posameznikih, ki nosijo zapis
za krajse izooblike apo(a) (9, 10). Iz ER se apo(a) premakne
v Golgijev aparat, kjer potece se nadaljnja N- in O-gliko-
zilacija. Pri O-glikozilaciji se oligosaharid veze na apo(a)
preko hidroksilne skupine serina oz. treonina, pri N-gli-
kozilaciji pa preko aminske skupine asparagina.

Nastanek Lp(a) je dvostopenjski proces, v katerem se apo(a)
poveze z apoB100. V prvem koraku znotraj hepatocitov
nastanejo nekovalentne povezave med lizinskimi ostanki
na apoB100 in kringl domenami KIV; in KIVy apo(a) (11).
Nato v zunajceli¢cnem prostoru sledi encimsko kataliziran
nastanek disulfidne vezi med cisteinom na aminokislin-
skem mestu 4326 na C koncu delca in cisteinom na mestu
4057 na KIVy (12). Encim, ki katalizira to reakcijo, $e ni
znan, prav tako tudi ni pojasnjeno, ali reakcija potece ne-
posredno na celicni membrani ali v Dissejevem prostoru.

Prav tako tudi mehanizem katabolizma in odstranjevanja
Lp(a) iz plazme $e ni popolnoma razjasnjen. Znano je, da
ta korak ni najpomembnejsi pri uravnavanju koncentracije
Lp(a) v krvnem obtoku. Glavno mesto odstranjevanja Lp(a)
so jetra, v precej manjsi meri pa sodelujejo pri odstranje-
vanju tudi ledvice in arterijska zilna stena (13). Tudi recep-
torji, ki sodelujejo pri privzemu Lp(a) v hepatocite, Se niso
popolnoma znani. Na vezavo na receptor in privzem Lp(a)
najverjetneje vplivajo koncentracija Lp(a), velikost mole-
kule apo(a), proteini, vezani na Lp(a), in vsebnost lipidov
v Lp(a). Pri vezavi Lp(a) sodelujejo Stevilni receptorji, med
drugim receptor LDL (LDLR), plazminogenski receptor-
ji, TLR2 (okr. angl. toll Iike receptor 2), SRBI (okr. angl.
scavenger receptor class B type 1), ASGPR (okr. angl. asi-

aglycoprotein receptor), LRP1, LRP2 in LRPS8 (okr. angl. »
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low-density lipoprotein receptor-related protein-I, -2 in -8), di v lizosomih (14, 15, 16). Shematski potek sinteze in pre-
vendar njihov prispevek pri katabolizmu Lp(a) ostaja za- snove Lp(a) je prikazan na Sliki 2.
enkrat neznan. Predvidoma se Lp(a) po endocitozi razgra-

nastanek disulfidne vezi
med apoB in apo(a)

,_\ vezava Lp(a)

Lp(a) na receptorje

Y
% apo(a) Q
A nel?:\SrtaEil;Etnih prevzem
\ -
be‘?amc povezav Lp(a) v celice
delec
///—' podoben
® ' LDL
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Slika 2: Sinteza in presnova lipoproteina(a) (Lp(a)). ApolipoproteinB100 (apoB100) in apolipoprotein(a) (apo(a)) se sintetizirata v jetrih.
Nastanek Lp(a) poteka v dveh korakih. Najprej znotrajceliéno nastanejo nekovalentne povezave med apo(a) in apoB100 na delcu, podobnemu
holesterolu LDL, ¢emur zunaj celice sledi nastanek disulfidne vezi. Lp(a) se iz krvnega obtoka odstranjuje v najvedji meri preko privzema v jetra,
pri éemer sodelujejo razliéni receptorii. Po endocitozi se Lp(a) razgradi v lizosomu ali pa se reciklira. Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem
BioRender.com.

Figure 2: Synthesis and metabolism of lipoprotein(a) (Lp(a)). ApolipoproteinB100 (apoB100) and apolipoprotein(a) (apo(a)) are synthesized

in the liver. The formation of Lp(a) occurs in two steps. First, non-covalent bonds between apo(a) and apoB100 are formed intracellularly on the LDL-

like particle, followed by extracellular formation of a disulfide bond. Lp(a) is largely removed from the circulation by uptake into the liver, involving
various receptors. After endocytosis, Lp(a) is degraded in the lysosome or recycled to serve as precursors for new Lp(a) particles. Created with »
BioRender.com.
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FIZIOLOSKA VLOGA
LIPOPROTEINA(a)

Fizioloska vloga Lp(a) $e ni popolnoma razjasnjena. Lp(a)
naj bi spodbujal celjenje ran in popravljanje tkiv, saj se aku-
mulira v poskodovanem endoteliju, veze na Stevilne kom-
ponente zilne stene in subendotelijskega matriksa, stimulira
aktivacijo kemotakse monocitov in makrofagov ter uravna-
va angiogenezo (17, 18). Skrajno nizka koncentracija Lp(a)
sicer ni povezana z nobeno boleznijo ali simptomi (3, 17).

PATOFIZIOLOSKI
MEHANIZMI
LIPOPROTEINA(a)

Zvisana koncentracija Lp(a) je povezana z vecjim tvega-
njem za ateroskleroti¢ne sr¢no-zilne bolezni (19). Lp(a)
prispeva k tveganju za sr¢no-zilne bolezni preko stevilnih
mehanizmoyv, ki jih delimo na proaterogene, provnetne in
protromboticne. Lp(a) ima vse aterogene lastnosti delcev
LDL, poleg tega molekula apo(a) aterogeno delovanje se
poveca. Podobno kot holesterol LDL se tudi Lp(a) kopi-
¢1 v steni arterj, kjer se lahko oksidira, kar vodi v nasta-
nek penastih celic (20). Na lipidni ovojnici Lp(a) je priso-
ten tudi monocitni kemoatraktantni protein-1 (MCP-1), ki
olajsa njegov vstop v arterijsko steno (21). Poleg tega Lip(a)
zveca izrazanje adhezijskih molekul in stimulira migraci-
jo ter razrast zilnih gladkih misi¢nih celic (22, 23). Prov-
netno delovanje Lp(a) je povezano predvsem s prisotnostjo
oksidiranih fosfolipidov, $e posebej oksidiranega fosfatidil-
holina na domeni KIV,, apo(a) (24). Lp(a) lahko sprozi iz-
lo¢anje vnetnih citokinov in migracijo monocitov preko
endotelija, kar prispeva k nastanku in napredovanju ate-
roskleroze. Oksidirani fosfolipidi na Lp(a) pa prispevajo
tudi k disfunkciji endotelijskih celic (25). Ker je struktu-
ra Lp(a) podobna plazminogenu, lahko Lp(a) tudi zavira
fibrinolizo, saj teckmuje za vezavna mesta na plazminu in
tako porusi ravnovesje med koagulacijo in fibrinolizo. Po
drugi strani pa Lp(a) poveca izrazanje tkivnega faktorja
predvsem v ateroskleroti¢cnih lehah in tako poveca moz-
nost arterijske tromboze in s tem akutnega sr¢no-zilnega

dogodka (26).
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Poleg zvecanega tveganja za ateroskleroti¢ne sr¢no-zilne
bolezni je zvisana koncentracija Lp(a) povezana tudi s tve-
ganjem za nastanek in napredovanje stenoze aortne zak-
lopke (27, 28). Ko je poskodovan endotelyj v aortni zak-
lopki, pride do vdora Lp(a), holesterola LDL in vnetnih
celic, kot so makrofagi in limfociti T (29). Oksidirani fos-
folipidi na apo(a) stimulirajo intersticijske celice zaklopke,
da inducirajo osteoblastno diferenciacijo ali apoptozo (30).
Oksidirani fosfolipidi so substrat za z lipoproteini poveza-
no fosfolipazo A2 (Lp-PLAZ2), ki iz njih sintetizira lizofos-
fatidilholin. Lp-PLAZ2 se izraza prav v intersticijskih ce-
licah zaklopk. Avtotaksin, ki se prav tako transportira v
aortno zaklopko, vezan na Lp(a), lahko pretvori lizofosfa-
tidilholin v lizofosfatidno kislino in tako neposredno so-
deluje pri kalcifikaciji zaklopke (31).

DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO
NA KONCENTRACIJO

LIPOPROTEINA(a)
Variabilnost gena LPA

Koncentracija Lp(a) je v 90 % genetsko doloc¢ena preko
variant gena LPA in se deduje avtosomno kodominan-
tno. Vec¢ kot 95 % posameznikov nosi zapis za dve vari-
anti gena LPA, vsako podedovano od enega starsa (32).
Zaradi genetske variabilnosti je razlika v koncentraciji
Lp(a) med posamezniki lahko tudi vec kot 1000-kratna
(5). Velikost izooblike apo(a), ki je premo sorazmerna
stevilu ponovitev KIV,, pojasni okoli 40-70 % varia-
bilnosti v koncentraciji Lp(a) (5, 10). Izooblike z nizko
molekulsko maso (10-22 KIV,) so povezane s pribliz-
no $tiri- do petkrat visjo mediano koncentracije Lp(a) v
primerjavi z izooblikami z visoko molekulsko maso (>
22 KIV,). Povezava med zgradbo LPA, izoobliko apo(a)
in koncentracijo Lp(a) je prikazana na Sliki 3. Na kon-
centracijo poleg stevila ponovitev KIV, vplivajo tudi
drugi dejavniki, kot so polimorfizmi posameznega ale-
la (okr. angl. single nucleotid polymorphism, SNP) in
metilacija promotorja LPA (33). Povezava med izoob-
liko apo(a) in SNP-ji v LPA je izjemno heterogena, saj
lahko prisotna izooblika zakrije vpliv SNP-ja in obra-
tno. Vecina SNP-jev zniza koncentracijo Lp(a), medtem

ko so SNP-ji, ki zvisajo koncentracijo Lp(a), zelo redki. »
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V raziskavi na slovenskih bolnikih s stabilno koronar-
no arterijsko boleznijo in povisanimi vrednostmi Lp(a)
je bilo na primer ugotovljeno, da sta polimorfizma po-
sameznega alela rs10455872 in rs3796220, ki se naha-
jata v LPA, in prisotni haplotipi povezani s koncentra-
cijo Lp(a) (34). Frekvenca SNP-jev je zelo razlicna in
se giblje med manj kot 0,1 in vec¢ kot 20 %. Zanimivo
je, da se nekateri SNP-ji pojavljajo samo pri dolocenih
1zooblikah apo(a). Poleg tega pogostost SNP-jev variira
tudi med razli¢nimi rasami. Zadnje ugotovitve kazejo,
da so funkcionalni SNP-ji prisotni tudi znotraj ponovi-
tev KIV, (33). Zaradi velike homolognosti med pono-
vitvami KIV, in dejstva, da SNP-ji niso prisotni v vseh
ponovitvah, sekvenciranje po Sangerju in genotipiza-
cijske metode ne omogocajo dolocanja genetske varia-
bilnosti v ponovitvah KIV,. Z razvojem nove genera-
cije sekvenciranja pa se je obcutljivost sekvenciranja
zelo povecala in tako lahko dolo¢imo SNP, ki je priso-

ten le v eni izmed ve¢ kot 40 ponovitev KIV,(35). Ra-
zumevanje vpliva genetske variabilnosti je pomembno
za razvoj novih terapevtskih pristopov, predvsem gen-
ske terapije, in je cilj Stevilnih raziskav. V diagnosti¢ne
namene pa se trenutno $e ne uporablja.

Omeniti velja Se vpliv nekodirajocih RNA, med katere so-
dijo tudi mikroRNA (miRNA). To so kratke, 1826 nukle-
otidov dolge, enoverizne RNA molekule, ki vplivajo na iz-
razanje genov na posttranskripcijski ravni, in sicer preko
razgradnje tarc¢ne informacijske RNA (mRNA) ali zavira-
nja prevajanja mRNA (36). Znano je, da miRNA vplivajo
na sintezo in presnovo lipidov ter so vpletene v nastanek in
napredovanje sr¢no-zilnih bolezni (37, 38). Vpliv miRNA
na koncentracijo Lp(a) je do sedaj malo raziskan, znano pa
je, da v in vitro pogojih miR-23b-3p in miR-125b-5p zavi-
rata sintezo apo(a) in tako znizujeta koncentracijo Lp(a) (39).
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Slika 3: Povezava med zgradbo gena LPA, izoobliko apolipoproteina(a) (apo(a)) in koncentracijo lipoproteina(a) (Lp(a)).

Variabilno $tevilo ponovitev KIV, v genu LPA vpliva na velikost izooblike apo(a) in s tem na koncentracijo Lp(a) v krvnem obtoku. Slika je bila

pripravljena s spletnim orodjem BioRender.com.

Figure 3: Association between LPA gene structure, apolipoprotein(a) (apo(a)) isoform and lipoprotein(a) concentration (Lp(a)).

The variable number of KIV, repeats in the LPA gene affects the size of the apo(a) isoform and thus the concentration of Lp(a) in the circulation.

Created with BioRender.com.
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Vpliv drugih dejavnikov na koncentracijo
lipoproteina(a)

Koncentracija vecine lipoproteinov je odvisna od zivljenj-
skega sloga in fizioloskih dejavnikov, ki se skozi zivljenje
mocno spreminjajo. Koncentracija Lp(a) pa je pretezno ge-
netsko dolocena, zato imajo negenetski dejavniki manjsi
vpliv. Kljub temu so znani nekateri dejavniki, ki vpliva-
jo na koncentracijo Lp(a) v krvnem obtoku, vendar se je
treba zavedati, da je vpliv dejavnika pri posamezniku od-
visen tudi od prisotne izooblike Lp(a) in zacetne koncen-
tracije Lp(a). Tescost ne vpliva na koncentracijo Lp(a) (40).

Koncentracija Lp(a) je takoj po rojstvu nizka in se v ¢asu
prvega leta podvoji. Izrazanje gena LPA se dokonc¢no
vzpostavi do prvega oz. drugega leta starosti (41, 42). Tako
pri otrocih kot tudi pri odraslih so raziskave, ki bi longitu-
dinalno preucevale spreminjanje koncentracije Lp(a), pre-
cej redke, njithovi rezultati pa so si nasprotujoci. Splosno
veljavna predpostavka je, da se koncentracija Lp(a) s sta-
rostjo ne spreminja. Nasprotno je nedavno objavljena ni-
zozemska longitudinalna raziskava na veliki kohorti otrok
pokazala, da se je koncentracija Lp(a) od osmega do 20.
leta povprecno zvisala za 22 % pri tistih otrocih, ki niso je-
mali zdravil za znizevanje koncentracije lipidov, medtem
ko se je koncentracija Lp(a) pri tistih otrocih, ki so jema-
li statine, zvisala za 43 %. Poleg tega je bila intravariabil-
nost kar 70 % (43). Pri odraslih nekatere raziskave kazejo,
da se s staranjem koncentracyja Lp(a) zvisuje, druge pa to
povezavo zavracajo (44, 453).

Tudi vpliv spola na koncentracijo Lp(a) se ni popolnoma
razjasnjen. Nekatere raziskave kazejo, da imajo zenske vis-
jo koncentracijo Lp(a) v primerjavi z moskimi, vendar so
potrebne nadaljnje raziskave za osvetlitev razlik v koncen-
traciji in njihov prispevek k tveganju za sr¢no-zilne bolez-
ni (46). Odprto ostaja tudi vprasanje o vplivu menopavze
na koncentracijo Lp(a). Nekatere raziskave namrec kaze-
jo, da je koncentracija Lp(a) pri zenskah v postmenopavzi
vigja, vendar zaenkrat $e ni mogoce izkljuciti vpliva sta-
ranja na zvisano koncentracijo v tem obdobju (47). Hor-
monsko nadomestno zdravljenje zniza Lp(a) za priblizno
20 % (48). Oblika hormonskega nadomestnega zdravlje-
nja vpliva tudi na spremembo koncentracije Lp(a). Izka-
zalo se je, da oralno nadomestno hormonsko zdravljenje
v nasprotju s transdermalnim statisticno pomembno zni-
za koncentracijo Lp(a) (49). Na koncentracijo Lp(a) vpliva
tudi nosecnost. Koncentracija se tekom prvega trimestra
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zvisa in doseze najvisjo vrednost na sredini drugega tri-
mestra, ko so vrednosti priblizno trikrat visje kot pri os-
mih tednih nosecnosti. Po porodu se koncentracija Lp(a)
vrne na osnovno raven (50).

Razliki v koncentraciji in porazdelitvi koncentracije Lp(a)
v populaciji sta bili opazeni tudi med razlicnimi rasami.
Cirnci imajo najvisjo koncentracijo Lp(a), sledijo jim juzni
Azijci, Kavkazijci, Hispanci in zahodni Azijci. Kljub temu
je bila pri vseh rasah povisana koncentracija povezana s
tveganjem za sr¢no-zilne bolezni, mejne vrednosti za po-
visano tveganje za posamezno rasno oz. eticno skupino pa
$e vedno niso opredeljene. Pri ¢rncih koncentracija Lp(a) v
populaciji sledi normalni porazdelitvi, pri Kavkazijcih pa
porazdelitvi s pozitivno asimetrijo. Razlike v koncentraci-
jiin razporeditvi Lp(a) med rasami deloma razlozijo razli-
ke v velikosti gena LPA ter razli¢ni prisotnosti polimorfiz-
mov posameznega alela znotraj ali v blizini gena LPA (51).

Vpliv diete na koncentracijo Lp(a) je Se vedno predmet raz-
iskav. Rezultati randomiziranih klini¢nih raziskav kaze-
jo, da zmanjsanje vnosa nasi¢enith mascob in njihova na-
domestitev s proteini, ogljikovimi hidrati in nenasicenimi
mascobami zvisa raven Lp(a) za 1015 %, medtem ko se
koncentracija holesterola LDL zniza (46). Fizicna aktiv-
nost za razliko od ostalih lipidov in lipoproteinov nima
oz. ima samo majhen vpliv na koncentracijo Lp(a). Neka-
tere raziskave so sicer pokazale srednji vpliv visoko inten-
zivne vadbe, aerobne vadbe in nizko intenzivne vzdrzlji-
vostne vadbe pri mlajsih preiskovancih, vendar pri teh ni
bil upostevan vpliv izooblike apo(a), prav tako v nekate-
rih raziskavah ni bila vklju¢ena kontrolna skupina (46).

Na koncentracijo Lp(a) vplivajo tudi patofizioloska stanja, kot
so ledvi¢nain jetrna okvara ter vnetje. Zvisana koncentracija
Lp(a) je bila namrec¢ ugotovljena pri bolnikih s kronicno led-
vicno boleznijo, proteinurijo in nefrotskim sindromom, naj-
verjetneje zaradi vloge ledvic v katabolizmu in odstranitvi
Lp(a) (52). Tudi bolniki na nadomestnem dializnem zdravlje-
nju imajo vi§jo raven Lp(a), medtem ko imajo bolniki po pre-
saditvi ledvic nizjo v primerjavi s kontrolnimi preiskovanci
(53). Se paje izkazalo, da se koncentracija Lp(a) po presaditvi
ledvic pomembno zniza skupaj z ostalimi dejavniki tveganja,
ki so odvisni od ledvi¢ne insuficience (54). Apo(a) se sintetizira
v jetrih, zato jetrna funkcija vpliva na koncentracijo Lp(a). S
presnovno motnjo povezana mascobna jetrna bolezen je po-
vezana z nizjo koncentracijo Lp(a) v primerjavi s kontrolnimi

preiskovanci, prav tako je koncentracija Lp(a) nizja tudi pri >
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bolnikih s kroni¢nimi jetrnimi boleznimi, kot so ciroza, he-
patitis C in hepatocelularni karcinom (55, 56). Na koncentra-
cijo Lp(a) vpliva tudi sistemsko vnetje, ki je prisotno pri vsch

fazah ateroskleroticnega procesa. Kronic¢no sistemsko vne-
je povzroci dvig koncentracije Lp(a), ki korelira s koncentra-
cijo CG-reaktivnega proteina (CRP) in interlevkina 6 (IL6). V
genu LPA se namre¢ nahajajo odzivni elementi na IL6 (angl.
116 response elements), poleg tega pa Lp(a) tudi pospest spro-
$canje provnetnih citokinov iz zilnih endotelnih ter gladkih

misicnih celic, kot tudi iz monocitov in makrofagov (57, 58).

DOLOCANIJE
KONCENTRACIJE
LIPOPROTEINA(a)

Doloc¢anje koncentracije Lp(a) v serumu se vedno ostaja
1zziv zaradi velike heterogenosti v strukturi Lp(a), saj je
njegova molekulska masa odvisna od izooblike apo(a). Po
drugi strani pa so eksont, ki kodirajo domene v obliki las-
nice, izredno homologni. Med razlicnimi domenami KIV
je vec kot 70-odstotna homolognost, med KIV, pa 98- do
100-odstotna (35, 59). Pri nekaterih izooblikah apo(a) kar
70 % celotnega proteina predstavljajo zelo homologne po-

novitve KIV, (60).

V klini¢nih laboratorijih se za dolocanje Lp(a) pretezno upo-
rabljajo imunske metode s protitelesi, specificnimi za apo(a).
Vecina metod je obcutljivih na velikost apo(a), saj ponavljajo-
¢e strukture in visoka homolognost vplivajo na meritve (Sli-
ka 4). Protitelesa, ki so usmerjena proti ponavljajocim zapo-
redjem, se lahko namre¢ na posamezen protein vezejo na
vec kot enem mestu. Tudi pri uporabi protiteles, ki so usmer-
jena proti unikatni domeni KV, lahko zaradi homolognih
struktur med KV in ponovitvami KIV pride do vezave vec
kot enega protitelesa na posamezno molekulo apo(a). Prido-
bivanje protiteles, ki prepoznajo unikaten motiv na apo(a),
je zelo zahtevno, zato je takih protiteles na voljo zelo malo
1n so obicajno monoklonska. Vecina protiteles proti apo(a)
se pridobiva v zivalskih modelih in so poliklonska, kar po-
meni, da razliéni subkloni prepoznajo razli¢ne epitope na
apo(a). Zaradi tega je zelo velika verjetnost, da so protitelesa
usmerjena proti ponavljajoc¢im strukturam molekule apo(a)
(60). V takem primeru so serumske koncentracije majhnih
1izooblik, ki so obicajno povezane z visjo koncentracijo Lp(a),
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podcenjene, koncentracije velikih izooblik, ki so obi¢ajno po-
vezane z nizjimi koncentracijami Lp(a), pa precenjene (61).

Naslednji izziv predstavljajo tudi kalibratorji, saj naj bi se z
vzorcem ujemali ne samo po koncentraciji, ampak tudi po
1zoobliki. Pri vzorcih z visoko koncentracijo Lp(a) namrec
pric¢akujemo majhno stevilo ponovitev KIVs, zato bi se mo-
rali ujemati s kalibratorjem z majhnim stevilom ponovitev
KIV,. Pri vzorcih z nizko koncentracijo Lp(a) pa pricaku-
jemo veliko stevilo ponovitev KIV, in bi se morali ujema-
ti s kalibratorji z velikim Stevilom ponovitev KIV, (Slika
4). Nekateri kalibratorji tako ze vsebujejo razlicne izoobli-
ke apo(a), saj se je pri vecini vzorcev na ta nacin mozno iz-
ogniti obcutljivosti zaradi razli¢nih izooblik apo(a) (60). Za-
vedati pa se je treba, da je variabilnost koncentracije Lp(a)
znotraj vsake skupine izooblike apo(a) tudi do 200-kratna
(33). Prianalizi 5953 vzorcev so ugotovili, da je imelo 30 %
vzorcev z majhnimi izooblikami apo(a) koncentracijo pod
300 mg/L, ceprav b1 glede na velikost pricakovali visje kon-
centracije. Nasprotno pa je 11 % vzorcev z velikimi izoobli-
kami apo(a) imelo koncentracijo visjo kot 300 mg/L in se
je zato uyjemalo z napac¢nim kalibratorjem. Podobna teza-
va obstaja tudi pri vzorcih, ki so nad zgornjo mejo zazna-
ve, s3j bi se po redc¢enju tak vzorec ujemal s kalibratorjem
z vecjo 1zoobliko apo(a) (Slika 4). Taksnih vzorcev zato obi-
¢ajno ne redc¢imo, ampak podajamo rezultat kot nad zgor-
njo mejo zaznave. Priizbiri kalibratorja je zato pomemben
podatek o velikosti izooblik apo(a), ki so prisotne, pri vectoc-
kovnih kalibratorjih pa tudi, ali so pridobljeni z red¢enjem
enega samega kalibratorja ali pa so sestavljeni iz razlicnih
kalibratorjev z razlicnimi izooblikami apo(a) (60).

Referencna metoda za doloc¢anje koncentracije Lp(a) je se v
razvoju. Kot referencna metoda za standardizacijo doloca-
nja Lp(a) je bila predlagana tekocinska kromatografija, sklo-
pljena s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) (62).
Doloc¢anje v molskih enotah omogoca tudi uporaba specific-
nega protitelesa, ki je usmerjeno proti unikatnemu epitopu

na KIVy. Vsak delec Lp(a) je tako prepoznan samo enkrat

(61). Mozna je tudi uporaba protiteles, ki so usmerjena pro-
ti apoB, saj vsak Lp(a) delec vsebuje le eno apoB molekulo,
se pa ta princip uporablja bolj redko (61). Eden od razlogov

bi lahko bil, da ta pristop zanemari prosti apo(a), ki ni ve-
zan na holesterol LDL, in predstavlja priblizno 5 % celotne

koncentracije apo(a). Ni sicer $e znano, ali tako majhne kon-
centracije apo(a), pri ¢cemer je apo(a) tudi delno fragmenti-
ran, sploh prispevajo k aterogenosti apo(a) (63).
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Zaradi omejitev in specificnosti posameznih metod ter he-
terogenosti apo(a) ni mogoce neposredno pretvoriti vred-
nostl, izmerjenih v masnih enotah (mg/L), v molske enote
(nmol/L). Kljub vsemu pa je priporocljivo dolocanje Lp(a)
v molskih enotah. Zal so metode za sedaj slabo standardi-
zirane, kar lahko prispeva k variaciji rezultatov, pridoblje-
nih z razliénimi metodami. Zato se je treba zavedati ome-
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jitev posamezne metode, saj pri uporabi protiteles, ki so
obcutljiva na izoobliko apo(a), meritev v molarnih koncen-
tracijah ni primerna, ker se lahko na posamezno molekulo
apo(a) veze vec protiteles. Prav tako tudi pretvorba iz mas-
nih v molarne enote s splosnim faktorjem ni priporocljiva,
saj na pretvorbenti faktor vplivajo izooblika apo(a), postavlje-
na mejna vrednost in uporabljena metoda za merjenje (60).
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Slika 4: Doloéanie koncentracije lipoproteina(a) (Lp(a)) z imunskimi testi. Koncentracija Lp(a) je obratno sorazmerna velikosti izooblike
apolipoproteina(a) (apo(a)). Uporaba kalibratorjev z razli¢nimi velikostmi izooblike apo(a) omogo¢i ujemanie klini¢nega vzorca z visoko koncentracijo
Lp(a) s kalibratorjem z majhno izoobliko apo(a) in obratno. Prirejeno po (60). Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem BioRender.com.

Figure 4: Assessment of lipoprotein(a) (Lp(a)) concentration using immunoassays. The concentration of Lp(a) is inversely proportional to
the size of the apolipoprotein(a) (apo(a)) isoform. The use of calibrators with different sizes of apo(a) isoform allows a clinical sample with a high
concentration of Lp(a) to be matched with a calibrator with a small apo(a) isoform and vice versa. Adapted from (60). Created with BioRender.com.

SMERNICE ZA DOLOCANJE
LIPOPROTEINA(a)

Glede na nastete omejitve, ki ostajajo pri dolocanju kon-
centracije Lp(a), tudi mejna vrednost za povecano tveganje
za sr¢no-zilne bolezni se ni dokonc¢no dolocena. V zace-

tnih raziskavah je bila mejna vrednost postavljena na 300
mg/L (64). To vrednost so uporabljale tudi Stevilne dru-
ge raziskave, predlagana pa je bila tudi visja mejna vred-
nost, in sicer 500 mg/L (65). Podajanje v molskih enotah je
sicer bolj pravilno, vendar se zaradi stevilnih raziskav, ki
so uporabljale masne enote, in odsotnosti enostavne pre-
tvorbe, $e vedno pogosto navajajo masne enote. Najnovej-
$e mednarodne smernice glede dolocanja Lp(a) so povze- »
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te v Tabeli 1. Smernice razli¢nih zdruzen;j se razlikujejo v
razlicnih mejnih vrednostih, pa tudi v prognostic¢ni in di-
agnosticni uporabnosti dolocanja Lp(a). Nekatere predla-

nju vsakega posameznika.

gajo dolocanje Lp(a) samo pri posameznikih s povecanim

tveganjem za sr¢no-zilne bolezni, druge, med njimi tudi
evropska, predlagajo dolocanje Lp(a) vsaj enkrat v zivlje-

Tabela 1: Najnovej$a mednarodna priporocila za merjenje lipoproteina(a) in mejne vrednosti za poveéano tveganie za sréno-zilne bolezni.

Table 1: The latest international recomendations for lipoprotein(a) measurement and cut-off values for increased risk for cardiovascular diseases.

Smernice

Taréna populacija

Mejna vrednost

European Society

of Cardiology

and European
Atherosclerosis Society

EAS/ESC 2019 (66)

1.) Splo3no presejanie: vsaj enkrat v Zivljenju za prepoznavanje
posameznikov, ki so podedovali ekstremno povisane vrednosti
Lp(a).

2.) Taréno presejanie: pri posameznikih s povecanim tveganjem za
ASZB oz. zgodovina prezgodnje ASZB v druzini oz. ocenjeno
tveganje za ASZB v desetletnem obdobju.

zelo visoko tveganie:
Lp(a) 21800 mg/L
ali = 430 nmol/L

American Heart
Association and
American College of

1.) Zgodovina prezgodnje ASZB v druzini.

2.) Zgodovina prezgodnje ASZB pri posamezniku, ki je ni mogoce

Lp(a) = 500 mg/L
ali =125 nmol/L

Cardiovascular Society
CCS 2021 (70)

Enkrat v Zivljenju posameznika kot del zadetnega lipidnega prese-
janja.

Cardiology pojasniti z ostalimi glavnimi dejavniki tveganja.
AHA/ACC 2018 (67)
HEART-UK 2019 (68) 1.) Zgodovina prezgodnije ASZB v druzini. majhno tveganie:
2.) Sorodnik v prvem kolenu z Lp(a) > 200 nmol/L 32-90 nmol/L
: P P : srednje: 90-200 nmol/L
3.) Pacienti z druzinsko hiperholesterolemijo, stenozo zaklopk ali visoko: 200-400 nmol/L
visokim tveganjem za kardiovaskularni dogodek v desetletnem | zelo visoko: > 400
obdobiju. nmol/L
National Lipid 1.) Taréno presejanje druzinskih ¢lanov pacienta s hudo hiperholes- | Lp(a) = 500 mg/L
Association terolemijo (LDL 2190 mg/dL) ali zgodovina prezgodnje ASZB ali 2100 nmol/L
NLA 2019 (69) pri posamezniku.
2.) Pri mladih (< 20 let) s klini¢nim sumom ali genetsko potrjeno
druzinsko hiperholesterolemijo oz. sorodnik v prvem kolenu z
zgodovino prezgodnje ASZB oz. star§ ali sorojenec z Lp(a) 2
50 mg/dL ali 2100 nmol/L.
Canadian Lp(a) > 500 mg/L

ali >100 nmol/L

ASZB, ateroskleroti¢na sréno-zilna bolezen; Lp(a), lipoprotein(a).
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TERAPEVTSKE MOZNOSTI
ZA ZNIZEVANJE
KONCENTRACIJE
LIPOPROTEINA(a)

Povisana koncentracija Lp(a) je ze dolgo znana kot neod-
visni dejavnik tveganja ne glede na vrednost holesterola
LDL, vendar zdravil, ki bi specificno znizevala Lp(a), tre-
nutno se ni v klini¢ni uporabi. Za znizevanje holesterola
LDL se najpogosteje uporabljajo statini, ki koncentracije
Lp(a) ne znizajo. Nasprotno, nekatere raziskave so celo po-
kazale, da se koncentracija Lp(a) nekoliko zvisa (010 %),
kar naj bi bilo odvisno od izooblike apo(a) (71), vendar ne-
odvisno od vrste ali odmerka statinov (72).

V zadnjih nekaj letih so na voljo zdravila, ki vplivajo na
zmanjsanje koncentracije proproteina konvertaze subtili-
sin/keksin tipa 9 (PCSKO9, okr. angl. proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9). PCSKO je sicer odgovoren za raz-
gradnjo LDLR, in s tem vpliva na zmanjsanje privzema
holesterola LDL iz krvi v celice. Na $e ne povsem pojas-
njen nacin pa znizujejo tudi koncentracijo Lp(a). Zaviralci
PCSK9 so monoklonska protitelesa, ki zmanjsujejo koncen-
tracijo PCSK9 v krvi. Hepatociti niso edini izvor PCSK9,
saj ta nastaja tudi v tankem c¢revesu, ledvicah, endotelijskih
celicah, gladkomisicnih celicah krvnih zil ter v monocitih
in makrofagih v ateroskleroti¢ni lehi. Na drugi strani je in-
clisiran zdravilo, ki zavira nastanek PCSK9 samo znotraj
jetrnih celic (73). Zdravila iz obeh skupin ucinkovito zni-
zujejo holesterol LDL za 40 do 60 % in tudi Lp(a) od 15 do
35 %. Vendar paimamo le za zdravila iz skupine zaviralcev
PCSK9 dokaze, da poleg znizanja koncentracije holestero-
la LDL in Lp(a) zmanjsajo tudi pojavnost sr¢no-zilne obo-
levnosti in umrljivosti (74, 75). Podobna raziskava z inclisi-
ranom Se poteka in rezultate pricakujemo v letu 2025 (76).

Priznizevanju koncentracije lipoproteinov, ki vsebujejo apoB,
je zelo ucinkovita afereza, saj je takoj po koncu koncentraci-
ja Lp(a) znizana za do 70 % (77). Afereza tudi zmanjsa tvega-
nje za sréno-zilne dogodke (78), vendar je to precej drag in
casovno zamuden postopek, saj morajo bolniki dobivati te-
rapijo na vsaka dva tedna. Med terapijama je znizanje kon-
centracije Lp(a) sicer bolj v obmocju 35 %. Afereza lipoprote-
nov povzroca veliko nihanje koncentracije Lp(a), kar je tudi

LABORATORIJSKA MEDICINA

eden od potencialnih dejavnikov tveganja za sréno-zilne bo-
lezni (77). Koncentracijo Lp(a) znizujejo tudi niacin (20 %)
(79) in zaviralci holesterilester prenasalnega proteina (CETP,
okr. angl. cholesteryl ester transter protein) (do 25 %) (80, 81),
vendar znizanje ne vpliva na zmanjSanje tveganja za sr¢no-
-zilne bolezni.

Trenutne raziskave se osredotocajo na u¢inkovine prott mRNA
gena LPA, kot so protismiselni oligonukleotidi (ASO, okr. angl.
antisense oligonucleotides) in male interferirajoce RNA (siR-
NA, okr. angl. small interfering RNAs). ASO in siRNA se v
jetrih specificno vezejo na mRINA gena LPA in tako zavirajo

sintezo apo(a) ter s tem Lp(a). Trenutno potekajo klini¢ne raz-
iskave za tri take terapevtske ucinkovine: Pelacarsen, Olpa-
siran in SLN360. Pelacarsen deluje kot ASO. V fazi 2 klinic-
nih raziskav se je koncentracija Lp(a) znizala za 35 do 80 %,
trenutno poteka faza 3 klini¢nih raziskav (82). Olpasiran in

SLN360 pa sta siRINA, ki sta trenutno v fazi 2 klini¢nih raz-
iskav. V fazi 1 je Olpasiran znizal koncentracijo Lp(a) za 70

do 95 % (83), SLN360 pa za 46 do 98 % (84). Rezultati kaze-
jo, da je gensko zdravljenje tako precej bolj u¢inkovito v pri-
merjavi s trenutnimi zdravilnimi u¢inkovinami in predstavlja

obetajoc pristop za znizevanje koncentracije Lp(a). Seveda pa

je treba $e zakljuciti vse faze klinicnih raziskav in potrditi var-
no uporabo in komplianco teh zdravil ter dejanski prispevek

k zmanjsanju tveganja za sr¢no-zilne bolezni.

ZAKLJUCEK

Koncentracija Lp(a) je ena najbolj podedovanih kvanti-
tativnih lastnosti pri cloveku, saj genetske spremembe v
genu LPA razlozijo 90 % variabilnosti v koncentraciji Lp(a)
med posamezniki. Lp(a) deluje proaterogeno, provnetno
in protromboti¢no ter prispeva k zacetku stevilnih pato-
fizioloskih procesov in tudi napredovanju bolezni. Povi-
sane vrednosti Lp(a) so neodvisni in vzroc¢ni dejavnik za
ateroskleroticne sréno-zilne bolezni in stenozo aortne zak-
lopke. Vecina oseb s povecanim tveganjem za sr¢no-zilne
bolezni (7080 %) ima sicer holesterol LDL v precej visjih
koncentracijah kot Lp(a), zato k tveganju v najvecji meri
prispeva holesterol LDL. Vendar, ko koncentracija Lp(a)
preseze 300 mg/L, kar je pri 20 do 30 % populacije, tve-
ganje zaradi Lp(a) narasca linearno glede na absolutno
maso Lp(a) v krvnem obtoku (85). Merjenje Lp(a) Se ved-

no ni povsem standardizirano, vseeno pa so trenutno do- y
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segljive laboratorijske metode, opisane v tem prispevku,

klini¢no uporabne za doloc¢anje povecanega tveganja za

sréno-zilne bolezni. Ko bodo na voljo ucinkovite in var-

ne terapevtske moznosti, bo dolocanje Lp(a) predvidoma

bolj pogosto tudi v klini¢nih laboratorijih na sekundarni

n terciarni ravni.
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ignored for a long time. Precipitating factors further led

ABSTRACT to a rise in gender-based violence and sex-based margin-

alization. Health inequalities related to economic status

The COVID-19 pandemic has strongly affected all walks and social and cultural environments are increasing. These
of life and has devastated lives globally. The pandemic differences are attributable to social disparities between
has further increased economic and social inequality in a men and women, which often assume different functions
vulnerable society. As per The World Economic Forum’s and tasks and are therefore exposed to different morbidity
Global Gender Report 2021, it is estimated that the glob- factors. Others are innate to biological, genetic, hormonal,
al economy has been set back by up to 39 years during the and metabolic dissimilarities or acquired (environmental)
pandemic era. Furthermore, healthcare access has been dissimilarities. It appears that both social and biological
disrupted for women and girls, a subject which has been differences play a role; however, the border between the »
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two 1s difficult to delimit. Thus, long-term measures are
needed to balance between professional and personal life
for the economic independence of women.

Key words: female gender, sex, global health emergency,
COVID-19, inequality

INTRODUCTION

Itis of pertinent importance to attain health equality even
beyond the existing differences in health, biology, or so-
cial status with the motto of health for all. (1). The gender
influence, which refers to the social identities and relati-
ons between sexes, constitutes a risk factor for discrimina-
tion in medical care. The gender based social code is lin-
ked to the feminine and masculine genders, influencing
the expression of symptoms, the relationship to one’s body,
and the care required during sickness period. (2). Among
physicians and caregivers, gender-related prejudices are
likely to impact the interpretation of clinical signs and
the management of pathologies (3). According to the jo-
int report of the International Labour Organization and
World Health Organization, in the health and social care
sector, women face a larger gender pay gap than in other
economic sectors, making 24% less than men (4). Accor-
ding to a global review carried out during the coronavirus
disease 2019 (COVID-19) pandemic, there were only sli-
ght advances in pay equity in 2019 and 2020, despite the
essential role performed by health and care workers du-
ring the pandemic (5). In almost every nation, the relati-
onship between social inequality and health is experimen-
tally well verified (6). As a result, social disadvantages (or
inequalities), particularly in areas such as education, oc-
cupation, and income, have a detrimental effect on both
health status (morbidity and mortality) and health beha-
vior (7). However, other aspects of socioeconomic inequa-
lity, such as gender and migration history, have also been
connected to several health indices (8). According to one
study, due to gender stereotyping, men typically receive
less support from their families, which makes them more
resistant to show illness. Conversely, women are less likely
to receive support, which leads to less successful coping.
In addition, women are more likely than men to accept
their sickness as a natural aspect of who they are, rather
than perceiving their sickness as a challenge to conquer (9).
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WOMEN ARE
UNDER-REPRESENTED
IN CLINICAL TRIALS

Clinical and biomedical researchers are also steeped in
gender stereotypes, which can lead to bias in research and
medical applications. For example, women are still under-
-represented in clinical trials, particularly for cardiovas-
cular pathologies. A major cause of death in women is due
to lifestyle changes in the past several decades, such as to-
bacco, stress, and other lifestyle factors. These pathologi-
es have become more deadly than breast cancer showing
how other areas of concern regarding women health are
often neglected or compromised. (10, 11).

WOMEN AND INFECTIOUS
DISEASES

In infectious diseases, gender theory plays a role in data
interpretation as well as in cancer and practically all hu-
man- and animal-related diseases. This is also observed
by the men-to-women ratio in scientific studies (12). In in-
fectious diseases, some differences are directly related to
anatomy. Infections of the genital tract and lower urinary
tract are exclusively or mainly observed in women (13), whe-
reas prostatitis infection is the main infection in men (14).

The second factor is related to the hormonal context. The
immune response to infections is often different between
genders due to the secretion of estrogen and progesterone.
Furthermore, pregnant women exhibit different hormo-
nes, partly linked to massive hormonal secretion. Altho-
ugh the roles male and female hormones play are still in-
completely understood, they have a clearly established role
in the response to viruses and bacteria (15). Finally, the
third factor 1s the environment, which causes behavioral
changes due to the different habits and routines between
women and men. Nevertheless, there are irreducible di-
fferences in medicine that will withstand social and edu-
cational upheavals and all ideologies (16).
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COVID-19, GENDER/SEX,
AND LIFE EXPECTANCY

Increasing evidence suggests that COVID-19 produces
more severe symptoms and higher mortality among men
than women, which has been observed in many countri-
es with different cultures and economic levels. However,
whether immune responses against severe acute respira-
tory syndrome coronavirus (SARS-CoV-2) differ between
sexes, and whether such differences correlate with gender
differences during the course of COVID-19, is currently
unknown (17, 18).

The French High Council for Equality between Women
and Men published an interesting study in November
2020 Taking sex and gender into account for better care: a
public health issue (19). It emphasized that the COVID-19
pandemic acted as a powerful indicator of the actual inequ-
alities in society and, in particular, between women and
men. It revealed, as rarely before, the more precarious so-
cial and economic situation of women in the world.

At the end of 2020, in the United States (US), 54% of SAR-
S-CoV-2-caused deaths were among men (20, 21), causing
another change in demographic history. According to a
study carried out by British, German, and Danish rese-
archers in 29 developed countries, including 27 in Euro-
pe, the pandemic caused life expectancy to plunge in 2020
with rare brutality. In most Western European countries,
the fall has reached a level not seen since the end of the
Second World War (22). The US is paying the heaviest pri-
ce, with a drop in life expectancy at birth of 2.2 and 1.6 ye-
ars for boys and girls, respectively. Such decreases of more
than a year have been recorded in eleven and eight coun-
tries for men and women, respectively. It takes an average
of 5.6 years for countries to gain a year of life expectancy,
and this was erased in one stroke in 2020 by COVID-19.
The countries who were hit hardest in Europe are Lithu-
ania, Bulgaria, Poland, Spain, Italy, and Belgium. In 22
countries (including France), the life expectancy has fal-
len by more than half a year, with a decline estimated at
8 and 7.2 months for men and women, respectively. Final-
ly, countries from Northern Europe and Greece appear to
have been more spared. Researchers give special menti-
on to Norway and Denmark, the only two countries with
an increase in life expectancy between 2019 and 2020 (23).
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The question arises as to whether women are protected due
to their biological characteristics, genes, hormones, etc. (24).
Such hypotheses have been regularly repeated in the me-
dia and social networks. On April 27, 2020, The New York
Times headlined: “Can estrogens and other sex hormones
help men survive Covid?”. The article refers to a couple of
ongoing clinical trials in the US that are testing the effects
of estrogen and progesterone administration in patients with
mild COVID-19 symptoms (25, 26, 27). Another clinical
trial study showed the effect of reducing testosterone levels
on the course of the disease (28). However, although the el-
derly are the most vulnerable population, and postmeno-
pausal women have very low gonadal hormone levels, thus,
postmenopausal women are more resistant to COVID-19
than men. Another study followed the trail of genetic fa-
ctors linked to sex and involved in immune defense and the
mechanisms of viral entry into cells (29).

To date, the results are far too preliminary to consider di-
fferent therapeutic strategies according to sex or gender.
Furthermore, the greater vulnerability of men is not an ab-
solute rule. This new perspective was recently published by
the “Gender Sci Lab” research group directed by profes-
sor Sarah Richardson at Harvard University (30). Gender
differences in prevalence and mortality vary widely from
state to state in the US. The states of Dakota, Kentucky,
Massachusetts, and Rhode Island have higher mortality
rates among women: 53—56% (31). Conversely, the states of
New York, Oregon, California, and Nevada have higher
mortality rates among men: 56-58%. When the age factor
is taken into account, the percentage of COVID-19-related
deaths in relation to the of age in each state, it shows that
the women live longer on average than men. Additional
mortality risk in men is more frequent but with strong va-
riations and factors associated. In the states of New York,
Texas, and New Jersey, twice as many men as women died
due to COVID-19. By contrast, in the states of Kentucky,
Maine, New Hampshire, Utah, and Vermont, COVID-
-19-related deaths were equally distributed between men
and women as per available literature (32).

Such variability is found on a global scale. Men represent
more than 70% of COVID-19-related deaths in Thailand,
Bangladesh, Haiti, and Costa Rica, but less than 50% in
Canada, Finland, Ireland, Estonia, and Slovenia. These di-
fferences in raw statistics regarding mortality between the
sexes are meaningless in the absence of additional data re-

lated to the context of the prevalence of the pandemic (18). »
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CO-MORBIDITIES IN SOCIAL
AND CULTURAL CONTEXTS

Co-morbidities for a given age group can affect women
and men differently (33). Heart, lung, kidney and liver di-
seases including diabetes and asthma are proven risk fa-
ctors. The prevalence of these diseases varies according
to the social, cultural, and economic environment. For
example, diabetes is more common in men in the US and
in women in South Africa. Asthma affects women more
frequently in the US, and cardiac pathologies are more
frequent in men than in women in the African-American

population (34, 35).

Other gender-related risk factors must also be conside-
red regarding vulnerability to infection, including alco-
hol consumption, smoking, professional activities, social
codes, place of residence, access to care, and adherence
to preventive measures. Both regarding COVID-19 and
previous epidemics, the social and cultural contexts are
key in understanding the gender disparity in susceptibi-
lity to infection (36). For example, the Spanish flu pande-
mic in 1918, which mainly affected men, in particular mi-
litary and factory workers, 1.e., fragile populations very
exposed to close contact and often suffering from tuber-
culosis. Conversely, the mortality of upper-class men was
the same as that of women. For SARS-CoV-2, the morta-
lity of men was higher than that of women by 10%. After
taking into account other factors, such as age, comorbi-
dity, professional activity, and lifestyle, the death rates of
SARS-CoV-2 were similar for both sexes. In the case of
Middle East Respiratory Syndrome (MERS), transmitted
mainly by camels, the majority of the victims were elderly
men. Before interpreting vulnerability to COVID-19, whi-
ch should not simply be linked to biological sex, it is es-
sential to carry out rigorous analyses that take into acco-
unt such risk factors linked to disease susceptibility and
infection severity (37).

COVID-19 AND LOCKDOWN

The restraint measures have affected women and men di-
fferently, highlighting gender inequality during this crisis.
There are strong gender disparities in living conditions at
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work and at home, significantly more so in the poorest so-
cial groups. Women more often work in professions where
conditions are more deteriorated, including physical and
mental health. Workers and employees, many of whom are
women, have been on leave of absence for almost half a
year. In contrast, the staff such as healthcare workers and
essential services that remained working on site were at a
high risk of exposure to infection. Women are over-repre-
sented 1n care professions (nurses and nursing assistants),
education, and services (cashiers, cleaners). Another subject
1s the recognition of COVID-19 as an occupational disease
for all healthcare personnel and other workers during the
confinement period. Women massively ensured essential
activities (e.g., food, public transport, security, and clea-
ning) (38), and the “mental burden” of women has greatly
increased due to their larger involvement in the education
of children and domestic tasks. With schools closed, some
single mothers had to stop working, which led to loss of in-
come. Family confinement has exacerbated domestic vi-
olence for women and children. Generally, access to care
was more complicated, particularly threatening the sexu-
al and reproductive rights of women (e.g., contraception
and abortion). Finally, the media have also been revealing
the invisibility of expert women in biology, medicine, epi-
demiology, sociology, and economics (39).

CONCLUSION

The COVID-19 pandemic has increased public aware-
ness of the consequences of lacking resilience and prepa-
redness to deal with such situations. Both biological and
social factors, and interactions between the two, may play
a role in shaping the observed patterns of COVID-19 ou-
tcomes between women and men. There are many soci-
ally relevant variables that may be influencing this, such
as sex distribution for COVID-19 outcomes, age, disabi-
lity, race/ethnicity, migration status, geographic location,
occupation, and personal history. The anticipated vulne-
rability of women during the COVID-19 crisis was likely
exacerbated in developing countries. Assuming that only
sex-related biological factors contribute to COVID-19 sex
disparities would be unfavorable to public health. Given
their front-line interaction with communities, it is wor-
rying that women have not been fully incorporated into
global health security surveillance, detection, and pre-
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vention mechanisms. Socioeconomic variables influence
disease risk and outcomes, and comprehensive and tran-
sparent demographic data is needed to explore how stru-
ctural inequities affect COVID-19 disparities. The SAR-
S-CoV-2 pandemic has led states to urgently make several
critical choices affecting social inequalities and the social
determinants of population health. Attention needs to be
paid to the possible longer-term effects of the pandemic
on the balance between professional and personal life and
the economic independence of women.

The reduction of social vulnerabilities and the promotion
of women constitute an opportunity to be seized for the
realization of an ambitious vision in society. As Jean Fer-
rat sang: “The poet is always right, who sees higher than
the horizon — And the future is his kingdom — Facing our
generation, I declare with Aragon (French Poet) — Woman
is the future of man.” Well said.
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Medicinska biokemija se izvaja na vseh treh ravneh zdra-

P OVZ E T E K vstvene dejavnosti in predstavlja najvecii del laboratorijske
medicine. Obsega tudi laboratorijsko genetiko, laborato-
Ministrstvo za zdravije je leta 2017 imenovalo delovno sku- rijsko hematologijo, imunologijo in druga podrocja. Skozi
pino za pripravo mreze laboratorijske dejavnosti s podro¢-  pooblastila Zbornice laboratorijske medicine ima delno sa-
ja medicinske biokemije v skladu z Resolucijo Nacionalne- ~ moregulacijo. Za kakovost storitev in varnost pacientov sta
ga programa zdravstvenega varstva do leta 2025. Znotraj pomembni dve aktivnosti: dovoljenja za delo po Pravilniku
te skupine je bila imenovana podskupina za pripravo stro- o pogojih, ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji na podro-
kovnih izhodis¢. Gradivo je pripravila na osnovi strokov-  ¢ju laboratorijske medicine in pridobljeni Standard ekviva-
nih virov, smernic, resolucij, nacionalnih programov, pre- lentnosti izobrazevanja in specialisticnega usposabljanja z
teklih analiz in lastnih izkuSenj na podrocju zagotavljanja evropskim uc¢nim nacrtom (Syllabus for post-graduate tra-
kakovosti laboratorijskega dela. ining in clinical chemistry and laboratory medicine). »
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Podskupina je v izhodiscih za pripravo mreze prepoznala
Sest pomanjkljivosti in predlagala ukrepe, kot je npr. ure-
ditev sifrantov in evidenc, saj so pomanjkljive, neustrezne
in celo napacne glede zaposlenih v laboratorijih.

Po predaji dokumenta Ministrstvu so se aktivnosti delovne
skupine ustavile, v ukrepih zdravstvene politike ni bilo za-
znati uporabe pripravljenega gradiva, ki je pet let kasneje
$e vedno aktualno v okviru razprav o zdravstveni reformi.

Kljuéne besede: nacionalna laboratorijska mreza, me-
dicinska biokemija, analiza stanja, predlagani ukrepi, re-
gulativa

ABSTRACT

In 2017, the Ministry of Health established a working group
to prepare a network of laboratory activities in the field of
medical biochemistry in accordance with the Resolution
of the National Health Program until 2025. Within this
group, a subgroup was tasked with preparing technical
starting points. It prepared the material based on profes-
sional sources, guidelines, resolutions, national programs,
previous analyses, and its own experience in the field of
quality assurance of laboratory work.

Medical biochemistry is performed at all three levels of
health care and constitutes the largest part of laboratory
medicine. It also includes genetics, laboratory haematol-
ogy, immunology, and other areas. It is subject to partial
self-regulation by the authority of the Chamber of Lab-
oratory Medicine. Two activities are important for the
quality of services and patient safety: the work permit ac-
cording to the By-law on the conditions that laboratories
in the field of laboratory medicine must meet, and the ac-
quired Standard of equivalence of education and special-
ist training with the European curriculum (Syllabus for
post-graduate training in clinical chemistry and labora-
tory medicine).

The subgroup identified 6 deficiencies in the starting points

for the preparation of the network and proposed measures,
such as the arrangement of code books and records, as they
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are deficient, inadequate and even incorrect as far as the
personnel in the laboratories are concerned.

After the document was handed over to the Ministry, the
activities of the working group were discontinued, and the
use of the elaborated material, which is still relevant five
years later in the health reform discussions, did not find
its way into the health policy measures.

Key words: national laboratory network, clinical biochem-
istry, situational analysis, proposed measure, regulation

UVODNO POJASNILO

Leta 2017 je Ministrstvo za zdravje imenovalo osemclan-
sko delovno skupino za pripravo mreze laboratorijske de-
javnosti s podro¢ja medicinske biokemije v skladu z Reso-
lucyjo NPZV do leta 2025 (1). Znotraj te skupine smo bili
avtorji prispevka zadolzeni za pripravo strokovnih izhodis¢
za kolegij ministrice. Gradivo smo pripravili na osnovi st-
rokovnih virov, razli¢nih priporocil ali smernic (2-4), re-
solucij in nacionalnih programov (1, 5), preteklih analiz
v slovenskem in $irsem prostoru (6-9) ter osebnih in sku-
pinskih izku$enj iz dela na podroc¢ju organizacije in zago-
tavljanja kakovosti laboratorijskega dela v nacionalnem
in mednarodnem okolju (10-17). Sestavni del dokumenta
so bili tudi uporabljeni viri — v seznamu je bilo skoraj 400
bibliografskih enot, razvrscenih po letnicah objave, od pr-
vih iz obdobja 1977-1982 (18-21), do aktualnih informa-
cij iz leta 2017 na spletnih straneh Ministrstva za zdrav-
je, Ministrstva za javno upravo, Nacionalnega instituta za
javno zdravije in Javne agencije za zdravila in medicinske

pripomocke (22-23).

Po predaji dokumenta ministrstvu so se aktivnosti delovne
skupine ustavile, o uporabi predanega dokumenta od ta-
krat dalje nismo dobili nobene informacije, prav tako nis-
mo zasledili njegove uporabe v ukrepih zdravstvene poli-
tike. Ocenjujemo, da so pet let kasneje in ob cetrti vladi od
takrat izhodisca se vedno aktualna, in da lahko bolje slu-
Z1jo svojemu namenu, ce so javno dostopna. Dokument je
v nadaljevanju tak, kakrsnega smo oblikovali v letu 2017,
deloma so prilagojeni samo podnaslovi.
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PREGLED RAZVOJA
MEDICINSKE BIOKEMIUJE
V SLOVENUI Z ANALIZO
STANJA

Medicinska biokemija je del laboratorijske medicine, ki je
po veljavni zakonodaji pomemben del zdravstvene dejavno-
sti. Vsebinsko je vezana na uspesno obravnavo pacientov, ki
v mnogih primerih brez laboratorijskih izvidov ni mozna, saj
kar 70 % zdravniskih odlo¢itev sloni na laboratorijskih izvidih.

Razumevanje pojmov klini¢na kemija, klini¢cna biokemi-
ja, medicinska biokemija se je spreminjalo skozi desetletja.
Ce je §lo v zacetnih obdobjih res predvsem za »kemijske«
preiskave in analize vzorcev, se je v zadnji tretjini 20. sto-
letja pojem klini¢na kemija uporabljal precej sirse.

Analiza obstojeCega stanja na podrocju laboratorijske me-
dicine — medicinske biokemije in pregleda razvoja dejavno-
sti medicinske biokemije v Sloveniji kaze, da ima to podro-
¢je (medicinska biokemija, klinicna biokemija ali klini¢na
kemija (angl. clinical/medical (bio)chemistry)), ki je po ob-
segu preiskav najvecji del laboratorijske medicine, na Slo-
venskem dolgo tradicijo.

Prvi zametki segajo v ¢as po prvi svetovni vojni, ko so se
zaceli pojavljati prvi priro¢ni laboratoriji za preiskave te-
lesnih tekocin. Del Higienskega zavoda, ustanovljenega
leta 1923, je bil tudi biokemicni laboratorij. Pravi razvoj
je sledil po zakljucku druge svetovne vojne, $e posebej v
zacetku petdesetih let, ko je nastala vecina najvecjih bio-
kemicnih laboratorijev. Prvi opravljeni specialisticni izpit
te stroke v Sloveniji je bil registriran leta 1970. Leta 1977
je bil sprejet Zakon o standardizaciji, ki je vplival tudi na
delo laboratorijev klinicne biokemije. Istega leta je bil ob-
likovan prvi Strokovni kolegij klini¢nih in biokemic¢nih
laboratorijev republike Slovenije, ki je v naslednjih letih
postavil merila glede prostorov, zaposlitvene strukture, po-
stopkov in opreme, izpeljal kategorizacijo izvajalcev labo-
ratorijskih storitev na podroc¢ju medicinske biokemije, v
praksi organiziral zunanjo kontrolo kakovosti rezultatov
in izvedel obvezno vkljucitev vanjo. Leta 1983 je delova-
lo 238 laboratorijev klini¢ne biokemije, od tega 104 tipa
I, 33 tipa II, 15 tipa III, 2 tipa IV, 1 tipa V, 7 laboratori-
jev tipa VI in ob ambulantah se 76 laboratorijev tipa 0.
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Analiza rezultatov strokovnih nadzorov iz obdobja 1985—
1987 je pokazala, da so $e vedno velike razlike pri organi-
zaciji dela in prostorih, da pa je vecina spostovala dogo-
vorjeno tipizacijo in standardizacijo postopkov. Notranjo
kontrolo kakovosti rezultatov je Ze osvojil del laboratori-
jev, vsi pa so bili vkljuceni v sistem zunanje ocene kako-
vosti rezultatov.

Po osamosvojitvi, leta 1992, je Ministrstvo za zdravje (MZ)
imenovalo Razsirjeni strokovni kolegij za laboratorijsko di-
agnostiko (RSK), s ¢imer se je nadaljevalo strokovno delo,
vendar zakonodaja ni sledila strokovnim zahtevam podro¢ja.
Klini¢na biokemija je bila v zakonu o zdravstveni dejavnosti
iz leta 1992 le omenjena in Se to nedosledno in razdrobljeno.
Prav tako novi zakonodaji niso sledili sistemski pravilniki
za to podrocje. Pregleda nad izvajalci ni imel nih¢e (ne Za-
vod za zdravstveno zavarovanje Slovenije (ZZZS), ne MZ),
kakovost storitev in varnost pacientov pa v drzavi nista bili
zagotovljeni na isti ravni. Podroc¢ni dogovori z ZZ7ZS-jem
so v tem obdobju kot kadrovski normativ navajali kar labo-
ratorij. Sele na posredovanje predstavnikov Zbornice labo-
ratorijske medicine Slovenije (ZLMS) so koncem devetde-
setih zajeli strokovnjake po poklicnih skupinah (skladno s
sklepom RSK-ja osnovna ekipa na primarni ravni: en spe-
cialist medicinske biokemije, dva inzenirja laboratorijske
biomedicine, dva laboratorijska tehnika).

Drobljenje zdravstvenih domov je stanje $e poslabsalo, tako
da tudi strokovne smernice in intenzivno delo Klini¢ne-
ga instituta za klini¢no kemijo in biokemijo Univerzitetne-
ga klini¢nega centra v Ljubljani na podro¢ju nacionalne
sheme zagotavljanja kakovosti (SNEQAS) niso zadoscale.
Plan zdravstvenega varstva Slovenije iz leta 2000 je imel
v prilogi predvideno mrezo laboratorijske dejavnosti na
primarni ravni po regijah, vendar priloga ni bila spreje-
ta kot del Plana zdravstvenega varstva. V sprejetem bese-
dilu se je pojem laboratorij pojavil petkrat: dvakrat glede
stroskov kot del cene programa, enkrat v opisu dejavnosti
zdravstvenega doma in enkrat v opisu koncesijskih moz-
nosti zdravilis¢a, enkrat pa kot galenski laboratorij v lekar-
nistvu. Ob pripravi plana se je izkazalo, da so potrebe na
primarni ravni (zdravstveni domovi) po specialistih medi-
cinske biokemije vecje, kot pa je bilo vseh aktivnih specia-
listov medicinske biokemije v drzavi. Vecina specialistov
medicinske biokemije je bila zaposlena v klinicnem cen-
tru in bolnisnicah. Ciljno stevilo specialistov medicinske
biokemije po Planu zdravstvenega varstva do leta 2004 se
deset let kasneje ni bilo dosezeno.

39
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Financiranje laboratorijske dejavnosti je vezano nalocene
zakonske pristojnosti ob¢in in drzave. V praksi je vec kot
tr1 desetletja uveljavljena nivojska ureditev laboratorijske
dejavnosti (primarni ter sekundarni in terciarni nivo), ve-
zana na dva razli¢na vira financiranja (obcine, drzava), ki
predstavljata glavni izvor ekonomske neucinkovitosti la-
boratorijske dejavnosti.

Nivojska ureditev financiranja laboratorijske dejavnosti
ima Stevilne slabosti: zavira povezovanje primarne in se-
kundarne ravni ob prehajanju pacientov med njima, sti-
mulira podvojevanje laboratorijskih narocil zaradi zaprtos-
ti obeh ravni obravnave, omogoca lokalno, neracionalno
koncentracijo laboratorijske avtomatizacije (ki je nezado-
stno izkorisc¢ena) ter neustrezno kadrovsko in prostorsko
strukturo majhnih laboratorijev, omogoca realizacijo in-
dividualnih interesov in lokalne politike, kar je na ravni
celotnega zdravstvenega sistema neracionalno in nepre-
gledno z vidika financiranja.

Pomembna strokovna prelomnica pri organizaciji in delo-
vanju medicinskih laboratorijev je bilo leta 2003 sprejetje
mednarodnega standarda ISO 15189: Medicinski laborato-
riji — Posebne zahteve za kakovost in usposobljenost (sedaj
ISO 15189: Medicinski laboratoriji — Zahteve za kakovost
in kompetentnost), ki ga je Republika Slovenija sprejela kot
slovenski standard SIST EN ISO 15189. Ta mednarodni
standard opredeljuje enotne zahteve za kakovost in kom-
petentnost medicinskih laboratorijev.

Strokovno in organizacijsko podrocje laboratorijske me-
dicine — medicinske biokemije urejajo tri kljuc¢ne stro-
kovne organizacije: Slovensko zdruzenje za klini¢no ke-
mijo in laboratorijsko medicino (SZKKLM), ZLMS in
RSK za laboratorijsko medicino — medicinsko biokemi-
jo, v skladu s svojimi pristojnostmi in pooblastili. Klju¢ne
naloge SZKKLM so kontinuirano usposabljanje labora-
torijskih delavcev, prenos znanj in vpetost v mednarodne
kroge (EFLM — »European Federation of Clinical Che-
mistry and Laboratory Medicine«, IFCC — »International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medici-
ne,...). ZLMS skrbi za povezovanje strokovnjakov z raz-
licnih podrocij laboratorijske medicine ter za priznava-
nje stroke in njenih predstavnikov. Strokovne smernice na
nacionalni in mednarodni ravni sooblikujemo v delova-
nju v mednarodnih in nacionalnih strokovnih zdruzenjih
ter njihovih delovnih skupinah, komisijah, kot npr. IFCC,
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EFLM, SZKKLM in ZLMS. RSK za laboratorijsko me-
dicino-medicinsko biokemijo je posvetovalni organ MZ,
ki predstavlja avtonomno strokovno telo z nalogo imple-
mentacije strokovnih novosti v delovno prakso.

Leta 2004 je MZ podelilo javno pooblastilo ZLMS za
podeljevanje licenc, izvajanje strokovnih nadzorov s sve-
tovanjem, vodenje registra, nadzor nad izvajanjem speci-
alizacije medicinske biokemije in izdajanje regulatornih
aktov podrocja. Hkrati so bili potrjeni pripadajoci pra-
vilniki, vklju¢no s pravilnikom o specializaciji iz medi-
cinske biokemije, ki je nadgradil prvotni pravilnik iz leta
1982. Program specializacije je bil ob sodelovanju RSK-
-ja za laboratorijsko diagnostiko, SZKKLM in Katedre za
klini¢no biokemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Lju-
bljani usklajen s programom za evropskega klini¢nega ke-
mika oz. za evropskega specialista laboratorijske medicine.

Pravilnik o pogojih, ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji
na podrocju laboratorijske medicine (v nadaljevanju Pra-
vilnik), sprejet leta 2004 (Ur. 1. RS 64/04, spremembe Ur.
1. RS 1/16), je pomembno vplival na podro¢je laboratorij-
ske medicine v Sloveniji. Vsebinsko gradi na izhodiscih
strokovnih smernic European Communities Confederati-
on of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EC4),
ki so tudi osnova standardu ISO 15189 za podrocje me-
dicinskih laboratorijev.

Leta 2005 se je na poziv MZ k oddaji vloge za dovoljenje
za delo po navedenem Pravilniku prijavilo preko 300 iz-
vajalcev laboratorijskih diagnosti¢nih preiskav s podrocja
medicinske biokemije, pri ¢emer izvajalci testiranj ob paci-
entu (POCT) niso bili vsteti. Zaradi toliksnega Stevila 1z-
vajalcev in pomanjkanja specialistov medicinske biokemije
je potekala implementacija pravilnika na podrocju medi-
cinske biokemije pocasi, kljub temu pa uspesno. Pregledi
laboratorijev v postopku pridobivanja (v letth 2009-20153)
ali podaljsevanja (od leta 2016 dalje) dovoljenja za delo so
bistveno izboljsali kakovost, primerljivost delovanja labo-
ratorijev in s tem varnost pacientov. V letu 2017 je imelo
110 laboratorijev dovoljenje za delo s podroc¢ja medicinske
biokemije in 75 i1zvajalcev dovoljenje za omejeni obseg v
okviru POCT. Od tega je 76 1zvajalcev ze podaljsalo do-
voljenje za delo po petletnem obdobju od prvega pregleda.

Leta 2017 je Stevilo aktivnih nosilcev podrocja 96 specia-

listov medicinske biokemije in 30 specializantov. To pred- >



stavlja 4,75 specialista medicinske biokemije na 100.000
prebivalcev. V drzavah Evropske unije je to razmerje med
1 (Romunija) in 34,6 (Grcija), pri cemer je treba upostevati,
da podro¢je medicinske biokemije v Sloveniji obsega tudi
genetiko, laboratorijsko hematologijo, imunologijo in druga
podrocja, kjer lahko obstaja tudi samostojna specializacija.
Izobrazevalni proces in program slovenske specializacije iz
medicinske biokemije sta usklajena in se ze vrsto letizvajata
v skladu s specializacijami v evropskem prostoru po »Euro-
pean Syllabus for Post-Graduate Traning in Clinical Che-
mistry and Laboratory Medicine, version 4 — 2012«. Ze leta
2006 je nas izobrazevalni sistem dosegel ekvivalent standar-
da s pogoji izobrazbenih zahtev in priznavanje kompetenc
v okviru Evropske unije. S strani EC4 (European Commu-
nities Confederation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine) nam je bil na osnovi primerljivosti in usklajenosti
programov specializacije, vpisa v nacionalni register in ve-
ljavne nacionalne licence, ki zagotavlja in potrjuje ustrezno
sprotno izobrazevanje in izpopolnjevanje nosilcev stroke,
priznan in podeljen naziv evropski specialist laborato-
rijske medicine (EuSpLM). Standard ckvivalentnosti iz-
obrazevanja, ki smo ga pridobili, predpisuje najman;j 10 let
dodiplomskega in podiplomskega izobrazevanja po progra-
mu, ki je usklajen z evropskim programom specializacije.
Vstop v specializacijo je omogocen po zaklju¢enem ustre-
znem izobrazevalnem programu v skladu s Pravilnikom

o specializacyji medicinske biokemije (Ur. 1. RS 15 /2017).

V laboratoriju so poleg specialistov medicinske biokemije za-
posleni tudi drugi zdravstveni delavci in zdravstveni sodelav-
ci, predvsem laboratorijski tehniki in diplomirani inzenirji
laboratorijske biomedicine. Sistemizacija po Kolektivni po-
godbi za javni sektor tipicnih oziroma prevladujocih delov-
nih mest za podrocje medicinske biokemije je laboratorijski
tehnik (zahtevnost del V, izhodis¢ni placni razred 19), inzenir
laboratorijske biomedicine (zahtevnost del V1I/1, izhodis¢ni
placni razred 29), analitik v laboratorijski biomedicini (zah-
tevnost del VII/2, izhodis¢ni placni razred 31), specializant
s podrocja laboratorijske medicine (zahtevnost del VII/2, 1z-
hodisc¢ni placni razred 35) in medicinski biokemik specialist
(zahtevnost del VIII, izhodis¢ni placni razred 39, oziroma
zahtevnost del IX, izhodis¢ni placni razred 44).

Iz dostopnih evidenc zaposlenih v zdravstvu, za katere je
pristojen Nacionalni institut za javno zdravje (NIJZ), je
razvidno neustrezno Sifriranje poklicev v laboratorijski
medicini, prav tako neenotna sistemizacija delovnih mest
v zdravstvenih zavodih. Obstojece uradne evidence so po-
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manjkljive, neuporabne in ne odrazajo dejanskega stanja.

V obdobju od objave (2004) Pravilnika je v Sloveniji opa-
zen velik napredek v kakovosti medicinskih laboratorijev
n s tem varnosti pacientov. Izboljsuje se tudi kakovost na
podrocju izvajanja POCT kot integralnega dela medicin-
ske biokemije — laboratorijske medicine. Dolgotrajne aktiv-
nosti in zavedanje pomembnosti zagotavljanja kakovosti v
medicinskih laboratorijih so prepoznane tudi pri zunanjih
presojah zdravstvenih ustanov, pri katerih so laboratorijt
delezni stevilnih pohval. Pregled stanja dovoljenj za delo
pri MZ pokaze veliko razdrobljenost laboratorijev medi-
cinske biokemije ter izvajalcev POCT. Izrazita je tudi ne-
enakomerna demografska pokritost. Mreza laboratorijev
(znotraj ZD, splosnih bolnisnic (SB), terciarnih ustanov in
samostojnih) ne ustreza potrebam po zadostni koncentra-
ciji preiskav in ustrezni kadrovski zasedbi.

Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) in
Zdruzenja proizvajalcev in vitro diagnostike (IVD) (EDMA,
sedaj MedTech) (1. 2015) je delez stroskov IVD brez stro-
skov dela v Slovenijt 1,2 % vseh stroskov v zdravstvu, kar
predstavlja 23 EUR/preb. Opazne so velike razlike v pora-
bi, od 2,3 EUR/preb. na Cipru, do 57,4 EUR/preb. v Svi-
ci. Laboratorijska diagnostika predstavlja do 5 % sredstev
za zdravstvo. Z razvojem novih preiskav in metodologij,
ki lahko bistveno prispevajo k boljsi, hitrejsi, uc¢inkovitejsi
obravnavi pacientov, je bistvena njthova kakovostna, ucin-
kovita in racionalna uvedba ter uporaba.

Sodobna organiziranost medicinskih laboratorijev pome-
ni integracijo in povezovanje izvajalcev laboratorijske de-
javnosti. Modeli povezovanja v svetu so razlicni, kot npr.:

e centralni laboratorjj s satelitskimi laboratoriji,
odvzemnimi mesti in izvajalci POCT,

* partnersko povezovanje laboratorijev (vkljucujo¢
odvzemna mesta, izvajalci POCT).

Pri tem je treba upostevati kadrovske normative za mi-
nimalno laboratorijsko ekipo, ki lahko uc¢inkovito podpi-
ra obravnavo pacientov (24/7 oziroma 12/5). Upostevati je
treba kakovost obstojecih izvajalcev, prav tako demograf-
sko pokritost. Povezovanje laboratorijev (problematika kad-
rovske zasedbe primarnega nivoja) in minimalne kadrovske
zahteve so bile predvidene tudi Ze ob uveljavitvi Pravilnika

(sklep RSK, 25. seja RSK — 14. aprila 2005 — »Ekipa 1 spe- >
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cialist + 2 inzenirja + 2 tehnika je najmanjsa ekipa, ki lahko
ustrezno opravlja preiskave s podro¢ja medicinske biokemi-
je na primarnem nivoju. Ustanove, ki tega ne dosegajo, naj
se poslovno povezujejo med seboj«). Pri tem mora biti var-
nost pacienta na prvem mestu. Leta 2008 je MZ objavilo
Prostorsko tehni¢ne smernice (Ur. 1. RS 83/2008), v katerih
je zalaboratorijsko diagnostiko na primarnem nivoju glede
na predvideno stevilo zdravnikov potrebna naslednja eki-
pa v laboratoriju: 2,5 specialistov medicinske biokemije, 5
inzenirjev in 5 tehnikov).

Primerjava rezultatov prvih in drugih pregledov (2009-2017)
laboratorijev za dovoljenje za delo MZ, kaze pomembno iz-
boljsanje stanja pri vecini izvajalcev, hkrati so ugotovljene
tudi kljuc¢ne sistemske pomanjkljivosti:

e zmanj$anje ucinkovitosti strokovnega nadzora zaradi
preklica licenc za podrocje medicinske biokemije,

e upocasnjena kadrovska rast in varcevanje na racun
kakovosti ter varnosti zaradi financ¢ne krize,

e drobljenje laboratorijske dejavnosti,

¢ demografsko neenakomerna porazdelitev
laboratorijev medicinske biokemije.

Kljueni pri sodobni organiziranosti so informacijska pod-
pora, enotni sistem vodenja (»quality management«) in ra-
cionalna izraba virov.

Resolucyja o Nacionalnem planu zdravstvenega varstva
2016—2025 v RS postavlja v ospredje tudi stratesko nadgra-
dnjo izvajanja Pravilnika, ki bo opredelila tudi mednaro-
dno usklajene, priznane in standardizirane postopke ugo-
tavljanja usposobljenosti laboratorijev.

IZHODISCA ZA PRIPRAVO
MREZE

1. Neustrezna in pomanjkljiva umescenost podro¢ja v zdra-
vstveni sistem: tako v sistemsko zakonodajo kakor tudi v

podzakonske in izvedbene akte:

e Podrocje ni urejeno v Zakonu o zdravstveni
dejavnosti (ZZDej), odgovorni nosilec podrocja
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laboratorijske medicine — medicinske biokemije
ni opredeljen, kar pomenti izpad ali pomanjkljivo
obravnavo podrocja tudi v podzakonskih aktih.

Ukrep: dopolnitev ZZDej.

2. Neustrezen nadzor nad stroko zaradi ukinitve licenc za
podro¢je medicinske biokemije:

* MZ je v Odredbi o seznamu izvajalcev zdravstvenih
poklicev, ki morajo biti vpisani v register in
imeti veljavno licenco (Ur. 1. RS 16/2013), med
izvajalci zdravstvenih poklicev izpustilo specialista
medicinske biokemije. S tem je MZ na nacionalni
ravni ukinilo licence nosilcem podroc¢ja medicinske
biokemije, ki so bile pridobljene v prostoru Evropske
unije ze leta 2006.

Ukrep: vrnitev licenc specialistom medicinske
biokemije kot nosilcem dejavnosti.

3. Pomanjkljive, neustrezne in celo napacne evidence za-
poslenih v laboratorijih javnih zavodov s podrocja labo-

ratorijske medicine — medicinske biokemije:

¢ iz dostopnih evidenc zaposlenih v zdravstvu, za
katere je pristojen NIJZ, je razvidno neustrezno
Sifriranje dejavnosti in poklicev v laboratorijski
medicini.

Ukrep: takojsnja ureditev Sifrantov in evidenc.

4. Neopredeljenost glede mreze javnih zdravstventh zavo-
dov 1in s tem vpetosti laboratorijev.

Ukrep: strateska odlocitev o mrezi laboratorijev,
ki uposteva dobre mednarodne prakse. Sodobna
organiziranost pomeni integracijo in povezovanje
izvajalcev laboratorijske dejavnosti. Modeli
povezovanja v svetu so razli¢ni, kot npr.:

e centralni laboratorjj s satelitskimi laboratoriji,
odvzemnimi mesti in izvajalci POCT,

e partnersko povezovanje laboratorijev (vkljucujoc¢
odvzemna mesta, izvajalct POCT).

Upostevati je treba kakovost obstojecih izvajalcev, prav
tako demografsko pokritost, pri ¢emer mora biti varnost
pacienta na prvem mestu.
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3. Nepovezljivost razli¢nih informacijskih sistemov /evidenc:

* nerealiziran sklep MZ o uporabi enotnega
mednarodnega Sifranta laboratorijskih preiskav —
LOINC na podrocju celotne laboratorijske medicine,
vklju¢no z medicinsko biokemijo.

Ukrep: uvedba povezljive informacijske tehnologije
v zdravstvene zavode in laboratorije ter uvedba
uporabe mednarodnega $ifranta laboratorijskih
preiskav.

6. Neurejenost financiranja laboratorijskih preiskav:

e organizacijsko in financ¢no locevanje med ravnmi
zdravstvene dejavnosti ni utemeljeno s smiselno
strokovno povezljivostjo laboratorijske dejavnosti.
Financiranje laboratorijske dejavnosti, ki je vezano
na dva razli¢na vira financiranja (obcine, drzava),
predstavlja glavni izvor ekonomske neucinkovitosti
in nepreglednosti laboratorijske dejavnosti.

Ukrep: implementacija transparentnega modela
financiranja laboratorijskih preiskav. Na ravni
financne vzdrznosti zdravstvenega sistema so
potrebne strateske in organizacijske spremembe,
pri ¢emer mora biti javni interes usmerjen

v zagotavljanje primerljivih in kakovostnih
laboratorijskih storitev celotni populaciji.

Zakakovostno, varno obravnavo pacientov, ki vkljucuje ka-
kovostne laboratorijske preiskave, je nujna sodobna organi-
ziranost laboratorijske dejavnosti, temelje¢a na kompeten-
cah nosilcev dejavnosti (specialisti medicinske biokemije)
in ostalih izvajalcev. Izrednega pomena je obvladovanje
stroskov za laboratorijske preiskave, pri ¢emer je eden od
vidikov racionalna in u¢inkovita uporaba avtomatizirane
laboratorijske opreme.

SKLEP

Seveda so se nekatere zadeve in situacije v letth 20182023
spremenile. Od predlaganih ukrepov je bila v letu 2022
realizirana vrnitev licenc specialistom medicinske bioke-
mije kot nosilcem dejavnosti. Se vedno pa je dokument
lahko pomembno strokovno gradivo za podrocje labora-
torijske medicine v okviru razprav o reformi zdravstva (24).
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POVZETEK

Danes si kakovostno in ucinkovito oskrbo bolnika veci-
noma tezko predstavljamo brez laboratorijske diagno-
stike. Tesen preplet laboratorijske medicine, ki je nepos-
redno vkljucena v zdravstveni sistem z laboratorijskimi
rezultati in sorodnimi informacijami ter nasveti, poveza-
nimi s klini¢nim stanjem in obravnavo prejemnika sto-
ritev zdravstvenega sistema, z drugimi zdravstvenimi in
nezdravstvenimi strokami, je skozi zgodovino pripomogel
k razvoju sodobnega zdravstvenega sistema. Povezava la-
boratorijskega in klini¢nega pristopa v medicini in zdra-
vstvu je opisana v obsezni monografiji »Zgodovina zdra-
vstva in medicine na Slovenskeme«.

Kljuéne besede: zgodovina, zdravstvo, laboratorijska
medicina, monografija, specialisticne stroke
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ABSTRACT

Nowadays, quality and eflicient patient care 1s mostly un-
imaginable without laboratory diagnostics. The close in-
terplay of laboratory medicine, which supports the health
care system with laboratory results and related informa-
tion and advice related to the clinical condition and treat-
ment of the recipient of the health care services, with other
medical and nonmedical professions has contributed to the
development of the modern health care system through-
out history. The intertwining of laboratory and clinical
approach in medicine and health care is described in the
extensive monograph »The history of health care and med-
icine in the Slovene lands«.

Key words: history, healthcare, laboratory medicine, mo-
nography, specialist professions
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Laboratorijska medicina je kljub »mlademu« imenu sta-
ra veda, v sodobnosti pa povzemamo njene opredelitve iz
standarda ISO 15.189 Medicinski laboratoriji — zahteve
za kompetentnost in odli¢nost (1). Kljub veliki raznolikosti
posameznih vej laboratorijske medicine ima kot stroka sku-
pne znacilnosti: preiskovanje bioloskih vzorcev praviloma
cloveskega izvora z namenom ugotavljanja zdravstvenega
stanja preiskovanca. Obsega izvajanje preiskav in interpre-
tacijo rezultatov, zagotavljanje kakovosti, svetovanje, razi-
skovalno in izobrazevalno delo. Laboratorijska medicina
kot veja medicine, ki podpira zdravstvent sistem z labora-
torijskimi rezultati in sorodnimi informacijami ter nasveti,
povezanimi s klini¢nim stanjem in obravnavo prejemnika
storitev zdravstvenega sistema, predstavlja pomemben del
zdravstvenega sistema. Vkljucena je v ve¢ kot 70 % medi-
cinskih odlocitev, pri cemer obsega le 34 % vseh stroskov
zdravstventh storitev (2).

Strokovnjaki laboratorijske medicine se dobro zavedamo
pomena laboratorijske diagnostike v kakovostni in ucin-
koviti oskrbi bolnika (2). Z znanstvenimi, strokovnimi in
poljudnimi prispevki to mesto tudi utemeljujemo in potr-
jujemo. Ker je osrednjt subjekt bolnik, se okoli njega po-
vezujejo in dopolnjujejo razlicne stroke. Nobena sama po
sebi, ne glede na njen pomen, ni zadostna za dobro zdra-
vstveno oskrbo. Slednja je mozna $ele ob povezanosti raz-
licnih zdravstvenih in tudi nezdravstvenih strok.

Povezanost razlicnih strok v celovitem sistemu zdravstva
na Slovenskem s poudarkom na 20. in prehodu v 21. sto-
letje, z utemeljitvijo razvoja strok iz obdobij pred tem, pri-
kazuje monografija »Zgodovina zdravstva in medicine
na Slovenskem«. Monografija, ki jo je avtorica, prof. dr.
Zvonka Zupani¢ Slavec, dr. med., zgodovinarka medici-
ne, predstojnica Instituta za zgodovino medicine Medi-
cinske fakultete Univerze v Ljubljani, z ekipo recenzen-
tov pripravila po objektivnih merilih zgodovinopisja, je
ogledalo strokovni in socialni zrelosti nase druzbe prej-
$njega stoletja. In tega tudi v 21. stoletju ne bi smeli poza-
biti, temve¢ bi morali nadgrajevati dobre prakse, ki jih —
skozi zgodovinsko prizmo gledano — ni malo. Kot pravi
avtorica v zahvali: »Skupaj smo ustvarili delo, ki bo oh-
ranjalo svetlobo velikega dela medicinskega in zdravstve-
nega osebja s podpornimi sluzbami za dobro zdravje do-
macega cloveka.«
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LABORATORIJSKA
MEDICINAV MONOGRAFUI

Laboratorijski diagnostiki je v celoti posveceno samostoj-
no poglavje Razvoj laboratorijske dejavnosti v sklopu Ra-
zvoja strokovnih ved v tretjt knjigi. Predstavljen je razvoj
laboratorijske dejavnosti v svetu, od pisnih virov v 4. sto-
letju pr. n. st. pa do konca 20. stoletja, ko se je pojem labo-
ratorijska medicina uveljavil v svetu in Sloveniji. Podrob-
neje je opisan razvoj klini¢ne kemije na Slovenskem od
zacetkov organiziranih laboratorijev po prvi svetovni voj-
ni preko Centralnega laboratorija in Higienskega zavoda
do prikaza delovanja Univerzitetnega instituta za klini¢no
kemijo in biokemijo UKC Ljubljana, Oddelka za labora-
torijsko diagnostiko UKC Maribor in Stevilnih laborato-
rijev/oddelkov po slovenskih bolni$nicah. Ze v tem delu je
cutiti preplet posameznih podrocij, saj so drug ob drugem
opisani npr. laboratorij za analitiko urina in spremljanje
koncentracije zdravil, laboratorij za hormone in tumorske
oznacevalce, laboratorij za oploditev z biomedicinsko po-
mocjo (4). Nosilci laboratorijske medicine so specialisti
posameznih strok in za podrocje klini¢ne kemije kot na-
jobseznejsega dela laboratorijske medicine je pomemben
dosezek priznavanje usklajenosti programa specializacije
1z medicinske biokemije z u¢nim nacrtom Evropske fede-
racije za laboratorijsko medicino (EFLLM) na podlagi sku-
pnega okvira usposabljanja (EFLM Common Training
Framework) (5). Na tej osnovi sta omogocena vpis posa-
meznika v evropski register specialistov in uporaba nazi-
va evropski specialist laboratorijske medicine (EuSpLM).

Klini¢ni institut za klini¢no kemijo in biokemijo UKC
Ljubljana (KIKKB) ima svoje zacetke v Biokemic¢nem la-
boratoriju, ki je bil ustanovljen na Interni kliniki. Razvoj
in potrebe bolnisni¢nih oddelkov ter razne mednarodne
pomoci so botrovali odpiranju novih specificnih labora-
torijev v Klini¢nih bolnicah v Ljubljani na kirurski, pedi-
atricni, ginekoloski in dermatoloski kliniki ter na Onko-
loskem institutu. Z ustanavljanjem in konsolidacijo novih
laboratorijev se je oblikoval sodobni Klini¢ni institut za
klini¢no kemijo in biokemijo, ki je najvecji slovenski la-
boratorij in eden najpomembnejsih uc¢nih centrov za spe-
cialisticno usposabljanje na podrocju laboratorijske me-
dicine. Laboratoriji skupaj opravijo okoli 770 razli¢nih
preiskav in zdruzujejo 24-urno delo in skrb za paciente,
terciarno in raziskovalno-razvojno ter izobrazevalno de- »



javnost. KIKKB je tudi organizator in izvajalec republi-
ske kontrole kakovosti dela SNEQAS v slovenskih biome-
dicinskih laboratorijih (4).

Drugi najve¢ji laboratorij deluje v UKC Maribor. Odde-
lek za laboratorijsko diagnostiko sestavlja 11 medicinsko-
biokemijskih laboratorijev: urgentni, centralni, hematolo-
ski, urinski, proteinski, biokemijski, imunoloski, hormonski,
toksikoloski laboratorij, laboratorij za preto¢no citometri-
jo in laboratorij za analizo kovin. V Mariboru je prvi la-
boratorij v okviru internega oddelka mariborske bolnisni-
ce deloval v dvajsetih letih 20. stoletja (4).

Opisana je laboratorijska diagnostika tudi v drugih dveh
terciarnih ustanovah, to je Univerzitetna klinika Golnik
in Onkoloski institut, ter v splosnih in specialnih bolnisni-
cah po Sloveniji (4). Laboratorijska medicina je na podro-
¢ju medicinske/klini¢ne biokemije najobseznejsa na pri-
marni ravni zdravstvene dejavnosti. Razvoj laboratorijev
v zdravstvenih domovih nam prikaze poglavije o razvoju
javnega zdravstva v prvem delu monografije Zgodovina
zdravstva in medicine na Slovenskem (6).

SPECIALIZIRANA ZNANJA
IN VSE OPAZNEJSI PREPLET
RAZLICNIH STROK

V zacetku 21. stoletja smo po eni strani soocenti s tako spe-
cializiranimi znanji, da to pomeni samostojen razvoj (pod)
podrocij, po drugi strani pa vse manjSemu razmejevanju,
vse vec¢jemu prekrivanju in sodelovanju strokovnjakov raz-
licnih strok. V medicini, v okviru zdravniskih specializacij,
se je laboratorijska dejavnost zelo razvila predvsem na po-
droc¢ju mikrobiologije, patologije, sodne medicine ter trans-
fuzijske medicine s transplantacijo, ki imajo v monografiji
svoja poglavja (4, 7). Razvoj je potekal in Se poteka v pove-
zavi laboratorijskega in klini¢nega pristopa, zato je tezko
ali vcasih celo nemogoce lociti laboratorijski in klini¢ni del.

Mikrobiologijo omenja ze poglavje o razvoju javnega zdra-
vstva do druge svetovne vojne v podobi stalne bakterio-
loske postaje Higienskega zavoda in Odseka za serolo-
sko diagnostiko sifilisa v prvi knjigi monografije. Tudi po
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drugi svetovni vojni je mikrobiologija prednjacila z bak-
teriolosko-epidemioloskim institutom, predhodnikom In-
stituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakul-
tete Univerze v Ljubljani (UL) (6). Njen razvoj podrobno
opisuje poglavje Mikrobiologija, bakteriologija, virologi-
ja, parazitologija, imunologija, alergologija v tretji knjigi
monografije (4). Na podrocju infektologije se je uveljavila
elektronska mikroskopija skupaj s seroloskim testiranjem
v diagnostiki viroz (4).

Patologija ima danes bistveno drugacno vlogo, kot jo je
imela do 19. stoletja, ko je pomenila zgolj avtopsijsko, ne
pa tudi diagnosticne dejavnosti za zivljenja bolnika. Na
Institutu za patologijo Medicinske fakultete UL opravlja-
jo dejavnosti na podrocjih imunopatologije, nefropatolo-
gije (zlasti z elektronsko mikroskopijo), revmatopatologije,
dermatopatologije, uropatologije (z imunohistokemijskimi
metodami), gastroenteropatoloske biopsijske diagnostike,
nevropatologije in drugo. Lepo je opisan preplet razlicnih
strok in dejavnosti, na primer v molekularni patologiji so
pri resevanju zapletenih primerov klini¢nih sindromov
vkljucene tudi sodobne metode molekularne genetike (4).

Sodna medicina zdruzuje medicino in pravo. Pomem-
ben del Instituta za sodno medicino so njegovi laborato-
riji, najdete jih v tretji knjigi monografije. Toksikoloski in
alkoholometri¢ni laboratorij se ukvarjata s forenzicno in
klini¢no toksikologijo, dolocevanjem psihoaktivnih snovi
pri udelezencih v prometu in spremljanjem terapevtskih
ravni manj pogostih in za analizo zahtevnejsih zdravil ter
zagotavljata podporo Centru za zastrupitve UKC Ljublja-
na in drugim zdravstvenim ustanovam po Sloveniji. La-
boratorij za molekularno genetiko med drugim omogoca
dolocanje genetskih profilov oseb in bioloskih sledi ter pre-
iskavo starodavne DNA iz arheoloskih vzorcev. V okviru
obdukcijske dejavnosti deluje histoloski laboratorij z imu-
nohistokemijo (4).

V transfuzijski medicini je pomembno preprecevanje pre-
nosa bolezni s krvjo, v monografiji na primer izvemo, da
so s casom pri nas uvedli radioimunsko, encimskoimun-
sko in molekularno testiranje prisotnosti razlicnih virusov.
V okviru laboratorijske dejavnosti Zavoda za transfuzijsko
medicino z razlicnimi metodami zagotavljajo skladnost
med dajalcem in prejemnikom transfuzije in opravljajo di-
agnosticno testiranje. Aktivnosti v Centru za tipizacijo tkiv
so pomembne pri transplantacijski medicini (7).
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POVEZANOST
LABORATORIJSKE MEDICINE
S PREDKLINICNIMI VEDAMI
IN Z DRUGIMI MEDICINSKIMI
SPECIALNOSTMI

Vse manjse razmejevanje med laboratorijskim in klini¢nim
delom se kaze tudi v opisu nekaterih predklini¢nih ved, vklju-
¢enth v tretjo knjigo monografije: histologije, embriologije,
biokemije v medicini. Prehod od bazi¢nih raziskav v labo-
ratorijsko diagnostiko skoraj ni opazen (4). Povezanost labo-
ratorijske diagnostike se kaze tudi pri drugih medicinskih
specialnostih. V monografiji se podrocje laboratorijske me-
dicine prepleta z drugimi strokami skozi razlicna poglavja.

Onkologija je izrazito interdisciplinarna veda, ki sega na
razlicna polja bioloskih in medicinskih ved. Laboratorij-
ska dejavnost je nepogresljivi del v onkologiji in je na On-
koloskem institutu (OI) prisotna od njegove ustanovitve
leta 1937, ko so imeli histoloski, klini¢ni in eksperimental-
ni laboratorij. Kasneje se je kot samostojna enota OI obli-
koval Oddelek za laboratorijske dejavnosti. Izvajajo tudi
preiskave tumorskih oznacevalcev in so vpeti v razisko-
valno in pedagosko delo, saj na OI skoraj ni raziskave, ki
ne bi potrebovala storitev laboratorija (4).

Od konca 19. stoletja je znanje o etiologiji koznih bolez-
ni napredovalo na podlagi histopatologije in bakteriolo-
gije. Prvi laboratorij za serologijo sifilisa v Sloveniji je bil
ustanovljen v 20. letih 20. stoletja. Na [jubljanski derma-
toveneroloski kliniki so se oblikovali specialni laboratori-
Jji: imunobiokemicni za specialne biokemicne preiskave in
imunoloske preiskave, alergoloski za epikutano testiranje
bolnikov s sumom na kontaktni ekcem, kar je pomembno
tudi za diferencialno diagnozo nekaterih poklicnih der-
matoz, histoloski, mikoloski in bakterioloski laboratorij (4).

Nevrologija med diagnosticne metode poleg elektrofizio-
loskih in radioloskih metod vkljucuje tudi laboratorijske
preiskave telesnih tekoc¢in. Na Klinicnem oddelku za bo-
lezni ziveevja UKC Ljubljana deluje Sest laboratorijev: za
testiranje avtonomnega zivcevja, za elektroencefalografi-
jo (EEG), za motnje gibanja in hojo, za nevrourodinamiko,
za kognitivno nevroznanost in za likvorsko diagnostiko (4).
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V poglavju o razvoju ginekologije in porodnistva najdemo
diagnosticne in presejalne teste za odkrivanje kromosom-
skih napak, razvoj obravnave neplodnosti v obliki citoge-
netskih preiskav in amniocenteze. Spoznamo razvoj zu-
najtelesne oploditve, oploditve z biomedicinsko pomocjo
in druge pomembne mejnike, pri katerih so pogosto sode-
lovali in sodelujejo strokovnjaki razli¢nih specialnosti (7).

Humana citogenetika se je v medicini uveljavila po odkritju
trisomije 21. kromosoma kot vzroka za nastanek Downove-
ga sindroma. Tedaj so se znanstveniki zavedeli, da so kro-
mosomske anomalije spolnih kromosomov tudi vzrok Ste-
vilnih drugih bolezni. Pri razvoju medicinske genetike je v
monografiji opisan hiter napredek, ki je opazen zlasti na po-
drocju genetskega diagnosti¢nega testiranja. Genetski testi
so uporabni kot podpora medicinski diagnostiki, v predroj-
stni diagnostiki v smislu primarnega preprecevanja bolezni
in v predsimptomatski diagnostiki v smislu sekundarnega
preprecevanja bolezni. Poleg specialistov klini¢ne genetike,
ki se ukvarjajo z genetskim svetovanjem, v Sloveniji deluje-
jo tudi specialisti laboratorijske medicinske genetike, ki se
ukvarjajo z laboratorijskim genetskim testiranjem (8).

Pri nuklearni medicini se slikovna in laboratorijska diagno-
stika prepletata z zdravljenjem. Nuklearnomedicinske enote
so opremljene in usposobljene za slikovno, funkcijsko in la-
boratorijsko diagnostiko v klini¢ni medicini, usmerjene so
tudi v diagnostiko in zdravljenje s¢itni¢nih in rakavih bo-
lezni. Laboratorijska dejavnost poteka na oddelkih za radi-
ofarmacijo in za klini¢no radiokemijo, od priprave radiofar-
makov za diagnostiko ali zdravljenje do razli¢nih analiznih
metod, ki pripomorejo k diagnostiki obravnavanih stanj (7).

Revmatologija se kot izrazito interdisciplinarna veda preple-
ta z drugimi internisticnimi vejami, s fiziatrijo, rehabilitaci-
join ortopedijo. Povezana je tudi z imunologijo in genetiko.
Ze v zacetku razvoja sodobne revmatologije na Slovenskem
je na Revmatoloski kliniki deloval Laboratorij za imunolo-
gijo revmatizma, ki je kmalu postal eden redkih referenc-
nih laboratorijev z obmoc¢ja vzhodnoevropskih drzav. V so-
dobnem ¢asu laboratorij deluje tudi na podrocju bazi¢nih
raziskav. Specialni laboratorijski testi, ki jih izvaja, so ne-
pogresljivi pri rutinskem klinicnem delu in pri zapletenth
diagnosticnih postopkih pri bolnikih z vnetnimi revmat-
skimi in s sistemskimi vezivnotkivnimi boleznimi (). Speci-
alne teste s podrocja revmatologije v ve¢jem obsegu izvaja-
jo tudi v UKC Maribor.
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Razvoj hematologije, vede, ki preucuje kriin se ukvarja s krv-
nimi boleznimi, je postal mogoc sele z razvojem biokemije,
imunologije in nuklearne medicine. Hematoloska labora-
torijska diagnostika se je v Ljubljani zacela razvijati kmalu
po drugi svetovni vojni. Sodobni Specializirani hematolo-
ski laboratorij tudi danes ostaja tesno povezan s Klinicnim
oddelkom za hematologijo Interne klinike v UKC Ljublja-
na. Deli se na laboratorije za citologijo, preto¢no citome-
trijo, citogenetiko, molekularno genetiko in hemostazo (8).

Laboratorijska dejavnost je vpeta tudi v geriatrijo. V razisko-
valni dejavnosti zavzema predvsem podrocja hemostaze in
tromboze, koagulacije, ateroskleroze, lipidov, zdravljenje hi-
perholesterolemij in rehabilitacijo po miokardnem infarktu (8).

Toksikologija se je s casom vse bolj razvijala v subspecialne
veje in postajala podporna veja medicine, ki v sodobnem casu
postaja se pomembnejsa. Ucinkovitost centrov za zastrupi-
tve je najvecja, kadar zdruzujejo klinicno in informativno-
-svetovalno dejavnost, e zlasti, ¢e imajo v svoji sestavi tudi
ustrezen toksikoloski laboratorij. V Centru za klini¢no toksi-
kologijo in farmakologijo potekajo tudi raziskave s podroc-
ja klini¢ne farmakologije, predvsem o nezelenih ucinkih in
medsebojnem delovanju zdravil, da bi izboljsali varnost pri
njthovem predpisovanju (8).

Na Jjubljanski Pediatri¢ni kliniki se je laboratorijska diagno-
stika od prvih hematoloskih in urinskih preiskav v 50. letih
20. stoletja razvila v obsezen program, ki poteka v vec¢ eno-
tah laboratorija: splosni biokemicni, hematolosko-citoloski,
alergoloski, laboratorij za preiskavo koagulacijskih motenj,
laboratorij za preiskavo presnovnih bolezni in laboratorij za
urinske preiskave. Med preiskavami so najpomembnejse di-
agnostika aminoacidopatij, presnove ogljikovih hidratov, ce-
liakije, galaktozemije, anemij, tumorjev, levkemij, hemofilyj,
alergoloske in druge preiskave. Pomemben je tudi presejalni
program za prirojene bolezni pri novorojenckih (8).

Urgentna medicina izvaja preventivo, diagnostiko in zdravlje-
nje pacientov, ki so zaradi nenadno nastale bolezni, poskod-
be ali zastrupitve zivljenjsko ogrozeni. Pomembna je stalna
laboratorijska podpora, saj nujna medicinska pomoc deluje
neprekinjeno 24 ur dnevno vse dni v letu. Nekatere preiska-
ve 1zvajajo s pomocjo obposteljnega analizatorja krvi, neka-
tere, kot so kompletna krvna slika, elektroliti, retenti, tropo-
nin T, laktat in plinska analiza krvi, je mogoce opraviti tudi
na terenu (8). Testiranje ob pacientu (angl. point-of-care te-
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sting, POC'T) se v zadnjem obdobju intenzivno razvija. Ana-
lizo bioloskega materiala na terenu praviloma izvaja nelabo-
ratorijsko (klini¢no) osebje, kljub temu pa za POCT veljajo
iste zahteve kakovosti kot za medicinski laboratorij in mora-
jo biti uvedene ter nadzirane s strani laboratorijskega osebja.

IZOBRAZEVANJE

IN USPOSABLJANJE

NA PODROCJU
LABORATORIJSKE MEDICINE

Izobrazevalni programi so pomembna osnova zdravstva,
pa ceprav se tega marsikdo zave Sele v krizi pomanjkanja
kadrov, ko je Ze zamujenih 510 let ali ve¢. Tretja knjiga v
poglavju o razvoju zdravstvenega Solstva opisuje tudi izo-
brazevanje in usposabljanje zdravstvenih strokovnjakov, ki
delajo na podrocju laboratorijske diagnostike (4). Izobraz-
ba strokovnjakov na podrocjih laboratorijske medicine iz-
haja 1z medicinske, farmacevtske, biomedicinske ali dru-
ge naravoslovne usmeritve. Za laboratorijsko diagnostiko
so na prvi, drugi ali enoviti magistrski stopnji, neposred-
no ali posredno, kljucnega pomena obe medicinski fakul-
teti (UL in UM) in Fakulteta za farmacijo UL, za vrhun-
ske strokovnjake pa doktorski studij Biomedicina UL. Na
srednjesolski ravni je to Srednja Sola za farmacijo, kozme-
tiko in zdravstvo s programom laboratorijski tehnik (4).

Zaizobrazevanje laboratoriskih strokovnjakov je klju¢no
tudi usposabljanje v realnih klini¢nih okoljih, pri cemer so
predhodno omenjeni laboratoriji pomembne u¢ne baze za
strokovnjake razlicnih podrocyj in specialnosti. Slednjim
stanovske organizacije, predvsem Zbornica laboratorijske
medicine, Slovensko zdruzenje za klinicno kemijo in la-
boratorijsko medicino, Zdravniska zbornica Slovenije in
Zdravnisko drustvo nudijo stalno poklicno usposabljanje
na vseh ravneh od tehnikov do specialistov. Ker so nosilci
dejavnosti specialisti posameznih strok (patologije, klinic-
ne mikrobiologije, medicinske biokemije, transfuzijske me-
dicine, laboratorijske medicinske genetike in sodne medi-
cine), je usklajenost med dodiplomskim in podiplomskim
1zobrazevanjem, specialisticnem usposabljanjem in stal-
nim poklicnim usposabljanjem nujna. »
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ZAKLJUCEK

V monografiji »Zgodovina zdravstva in medicine na Slo-
venskem« ima laboratorijska medicina v vsej raznolikosti
svojih pojavnih oblik mesto, ki ji gre: pomembna zdrav-
stvena dejavnost preiskovanja bioloskih vzorcev pacientov
z namenom ugotavljanja njihovega zdravstvenega stan-
ja v procesu Stevilnih medicinskih odlocitev. In ¢eprav jo
je mozno spremljati v posameznih delih monografije, sta
prava podoba in velikanski pomen laboratorijske medi-
cine vidna ob listanju vseh delov tega izjemnega enciklo-
pedi¢nega dela.

Monografijo Zgodovina zdravstva in medicine na
Slovenskem sestavljajo $tiri knjige. Prva dva dela sta
iz8la pri Slovenski matici in Znanstvenem drustvu za
zgodovino zdravstvene kulture Slovenije leta 2017
in 2018, tretji 2022 pri Celjski Mohorjevi druzbi in
Znanstvenem drudtvu za zgodovino zdravstvene
kulture Slovenije, izid Eetrtega pri¢akujemo letos pri
istih zaloznikih.

Skupno bo monografija obsegala okoli 2500
knjiznih strani formata A4, ved tiso& referenc in
okoli 6000 slikovnih prilog.

Knjige lahko prelistate na spletni povezavi
https://www.mf.uni-lj.si/izm/raziskovanje.
Naroéiti jih je mozno (1. in 2. del po 49,0 €, 3. po
89,9 €) na naslovu:

Znanstveno drustvo za zgodovino zdravstvene
kulture Slovenije, Zaloska 7a, 1000 Ljubljana

e-naslov: zgodovina.medicine@gmail.com

telefon: 030 700 617
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POVZETEK

Sekvenciranje naslednje generacije (NGS) je v zadnjem de-
setletju postalo osrednja metoda v klini¢ni diagnostiki priro-
jenth bolezni. Njegova visoka zmogljivost omogoca iskanje
vzrocnih patogenih sprememb skozi celoten genom, pri Ce-
mer pa sam postopek zaradi velike koli¢ine generiranih podat-
kov zahteva uporabo posebnih bioinformatskih orodij. Eden
klju¢nih korakov v analizi je pravilna poravnava pridoblje-
nih zaporedij na zaporedje referencnega genoma, cemur sle-
di doloc¢itev prisotnih genetskih sprememb. Ozko grlo v ana-
liznem postopku trenutno predstavlja anotacija sprememb,
kjer je za odkrite spremembe v genomu treba dolociti, ¢e so
patogene ali benigne, ter ¢e lahko njihova prisotnost v geno-
mu pojasni klini¢no sliko preiskovanca. Svojevrstno eticno di-
lemo predstavlja tudi nac¢in ravnanja ob odkritju sprememb,
ki so sicer patogene, vendar niso neposredno povezane s kli-
nicno sliko. V tem preglednem clanku je opisan potek upo-
rabe NGS v klini¢ni diagnostiki prirojenih bolezni, ki je do-
datno predstavljen na primeru bolnika s prirojeno katarakto.

Kljuéne besede: sckvenciranje naslednje generacije, di-
agnostika prirojenih bolezni
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ABSTRACT

Over the past decade, next-generation sequencing (NGS)
has become the method of choice in the clinical diagnosis of
congenital diseases. Its high throughput enables the identi-
fication of causal pathogenic variants throughout the entire
genome; however, the process requires specialized bioinfor-
matics tools due to the large amount of generated data. One
of the key steps in the analysis is a correct alignment of ac-
quired sequences to the reference genome, followed by vari-
ant calling. Currently, the bottleneck in the process is variant
annotation, where discovered variants in the genome need
to be classified as pathogenic or benign. The causation be-
tween detected variants and observed phenotype is also de-
termined. A unique ethical dilemma is encountered when a
pathogenic variant not directly linked to an observed phe-
notype is discovered. This review describes the individual
steps of NGS in the clinical diagnosis of congenital diseas-
es. The use of NGS in the case of a patient with a congeni-
tal cataract is presented as an example.

Key words: next generation sequencing, diagnosis of con-
genital diseases
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Razvoj sekvenciranja naslednje generacije (angl. next gene-
ration sequencing, NGS) je povzrocil revolucijo na podro-
¢ju dolocanja nukleotidnih zaporedij, saj je le-to postalo
dosti hitrejse in cenejSe. Zaradi zmoznosti socasne anali-
ze celotnega genoma se je NGS hitro uveljavil v klini¢ni
diagnostiki, ki je bila pred tem omejena na dolocanje za-

1 izolacija genomske DNA

3 sekvenciranje

poredja posameznih genov. V genetski diagnostiki se NGS
najbolj pogosto uporablja v diagnostiki prirojenih bolez-
ni in onkologiji. V zadnjem ¢asu pa prodira tudi na dru-
ga podrogja, kot sta mikrobna diagnostika (1) in dolo¢anje
tkivne skladnosti (2). V nadaljevanju se bomo osredotocili
na diagnostiko prirojenih bolezni, kjer bodo predstavljeni
potek analize ter zmogljivosti in omejitve NGS (Slika 1).

2 priprava in obagatitev ONA knjiznice

4 dolotitev nukleotidnega zaporedja

CAGATCA
GGCAGA AGGGTC
CAATTCGC TCACAT

TICGCAC CTGTGA
CACATG TGAGGG

5 poravnava zaporedij in dologitev sprememb

GGCAGA CARTTCGC

CAGATCA
ARGGCAGA

AGGGTC
CTGTGA TCACAT

TTCGCAC TGAGGG CACATG

-ARAGGCAGGTCAATTCGCACTGTGAGGGTCACATG...

€ anotacija sprememb

Slika 1: Shema poteka uporabe NGS v kliniéni diagnostiki. Posamezni koraki, ki so prikazani na shemi, so podrobneje razlozeni v nadaljevanju

besedila.

Figure 1: A general outline of the use of NGS in clinical diagnostics. The individual steps mentioned in the figure are explained in more detail in

the following parts of the review.

Pojem NGS oznacuje razlicne tehnologije sekvenciranja,
za katere je znacilno, da omogocajo analizo ogromnega
Stevila zaporedij hkrati. Izmed prvotnih tehnologij NGS je
danes v $irsi rabi tehnologija sekvenciranja s sintezo podje-
tja lllumina (3), zaradi cesar izraz NGS pogosto kar enaci-
mo z njo (to velja tudi za nadaljevanje clanka, razen ¢e ni
navedeno drugace). NGS temelji na sekvenciranju kratkih
fragmentov DNA (300 baznih parov), ki so pripeti na pre-
tocno celico, kar omogoca njithovo prostorsko locbo in so-
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casno analizo. Sekvenciranje poteka preko sinteze komple-
mentarne verige DNA, kjer se nanjo postopoma dodajajo
nukleotidi s fluorescenc¢no oznako. Zajemanje svetlobnega
signala na koncu vsakega dodanega nukleotida omogoca
dolocitev nukleotida, ki se je v tistem krogu vgradil v ve-
rigo. V kategorijo NGS uvrs¢amo tudi novejso, tretjo ge-
neracijo sekvenciranja, katere pomemben predstavnik je
sekvenciranje z nanoporami, ki prav tako pocasi postaja

sestavni del klini¢ne diagnostike. Tretja generacija sekven- »



ciranja omogoca veliko daljsa branja (> 10 kb) kot druga
(kamor spada Illumina) in sluzi kot komplementarna me-
toda v primerih, pri katerih je zmogljivost sekvenciranja s
sekvenatorji Illumina slabsa, npr. ponavljajo¢a zapored-
jain psevdogenti (4).

Cilj uporabe NGS v diagnostiki prirojenih bolezni je odkrit-
je ene ali ve¢ genetskih sprememb, ki bi nam pojasnile kli-
nicno sliko preiskovanca. Pod pojmom genetska sprememba
razumemo kakr$nokoli odstopanje od nukleotidnega zapo-
redja referencnega cloveskega genoma. Pri tem gre lahko za
manjse genetske spremembe, kot v primeru sprememb posa-
meznih nukleotidov (angl. single nucleotide variant, SN'V) in
kratkih insercij/delecij, ali vec¢je strukturne spremembe, kot
so duplikacije, translokacije, inverzije ter ve¢je insercije/dele-
cije. Vecina genetskih sprememb je benigne narave, nekate-
re pa lahko vodijo do nastanka patoloskih stanj. Pri iskanju
vzroc¢nih patogenih genetskih sprememb lo¢imo tri razlic-
ne pristope glede na obmodje, ki ga v genomu analiziramo:
analiza panela genov, sekvenciranje celotnega eksoma (angl.
whole exome sequencing, WES) in sekvenciranje celotnega
genoma (angl. whole genome sequencing, WGS). Vsak izmed
pristopov ima svoje prednosti in slabosti, v praksi se trenutno
najpogosteje uporablja sekvenciranje celotnega eksoma (5).

Analiza panela genov

Pri analizi panela genov pripravimo NGS knjiznico za
zgolj vnaprej izbrane gene, ki so povezani z opazovanimi
klini¢nimi znaki (npr. prirojena izguba sluha) (6). Z ome-
Jjitvijo na manjse Stevilo preiskovanih genov se zmanjsajo
stroski sekvenciranja, prav tako je enostavnejsa tudi na-
daljnja bioinformatska analiza rezultatov. Slabost tega
pristopa je moznost, da se vzroc¢ni gen ne nahaja v izbra-
nem panelu in ga tako v analizi ne bomo zajeli. Prav tako
lahko tezavo povzrocajo neklasicne kombinacije klinic-
nih znakov, kjer se pojavi dilema, panel katerih genov je
smiselno analizirati.

Sekvenciranje celotnega eksoma

Eksom obsega vse nukleotidne regije na DNA, ki kodira-
jo proteine v genomu, in predstavlja med 1 in 2 % celotne-
ga genoma. Pri WES se priprava NGS knjiznice iz panela
izbranih genov razsiri na vse eksonske regije v genomu. S
tem povecamo verjetnost, da bomo v analizo zajeli patoge-
no genetsko spremembo, hkrati pa je zaradi vecje velikosti
preiskovanega obmocja analiza drazja in zahtevnejsa (7).
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Sekvenciranje celotnega genoma

WGS dodatno poveca moznost za najdbo vzroc¢ne pato-
gene genetske spremembe, hkrati pa se pri WGS izogne-
mo stopnji obogatitve DNA knjiznice, zaradi ¢esar je glo-
bina branja skozi celoten genom enakomernejsa (8). WGS
omogoca tudilazjo dolocitev strukturnih genomskih spre-
memb, opredelitev mitohondrijskega genotipa na mitohon-
drijskem genomu, opredelitev ve¢jih sprememb v Stevilu
kopij odseka genoma in njihovih lomov. Njegova klju¢na
slaba lastnost je drazja in ¢asovno zamudnej$a analiza.

POTEK SEKVENCIRANJA S
TEHNOLOGIJO NGS

Izolacija DNA in priprava DNA knjiZnice

Priprava DNA knjiznice se nanasa na postopek priprave
vzorca DNA za izvedbo sekvenciranja. Zacetni material je
1zolirana DNA, pri cemer se za izolacijo najpogosteje upo-
rabljata periferna kriin slina. Ker tehnologija NGS temelji
na sekvenciranju kratkih fragmentov DNA, je treba narediti
fragmentacijo izolirane DNA, in sicer s fizikalnimi (npr. so-
niciranje) ali encimskimi metodami, medtem ko se kemicne
metode pogosteje uporabljajo za fragmentacijo RNA (9). Po
fragmentaciji naredimo selekcijo fragmentov dolzine 300
500 bp z metodo ¢is¢enja na paramagnetnih kroglicah. Pa-
ramagnetne kroglice glede na ionsko moc selektivno vezejo
nukleinske kisline po velikosti ter se tako uporabljajo za vi-
soko ucinkovite protokole izolacije in ¢is¢enja fragmentov
DNA. Po selekeiji velikosti fragmentov se z ligacijo ali ve-
rizno reakcijo s polimerazo (PCR) na obeh koncih posame-
znega fragmenta DNA pritrdita adapterska oligonukleotida
s tako imenovano »molekularno ¢rtno kodo«. Ta je sesta-
vljena iz unikatnega nukleotidnega zaporedja, ki v prime-
ru vzporednega sekvenciranja ve¢ vzorcev hkrati sluzi kot
identifikacijska regija za dolocitev, kateremu vzorcu pripada-
jo prebrana zaporedja DNA. Poleg molekularne ¢rtne kode
vsebuje adapter tudi regijo, ki omogoca pritrditev fragmen-
ta DNA na pretocno celico. Pojem DNA knjiznica se nana-
$a na skupek vseh fragmentov DNA posameznega vzorca
s pripetimi adapterji. Po pripravi DNA knjiznice za posa-
meznega preiskovanca je treba ovrednotiti kolicino, kako-
vost in dolzino pripravljenih fragmentov DNA. To obicaj-
no storimo z avtomatsko elektroforezo.
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Obogatitev DNA knjiznice

Pri analizi izbranega panela genov in WES naredimo tudi
obogatitev DNA knjiznice, s katero v njej povecamo delez
fragmentov, ki pripadajo preuc¢evanim regijam v genomu.
To dosezemo bodisi s pomnozevanjem izbranih fragmen-
tov DNA s PCR ali z njihovo izolacijo preko hibridizacije
s komplementarnim zaporedjem (10). V primeru izvedbe
WES je priporocljivo, da obogatena DNA knjiznica poleg
eksonskih regij vsebuje tudi zacetni del nukleotidnega za-
poredja sosednjih intronov, saj se tu pogosto nahajajo ge-
netske spremembe, ki sprementijo proces izrezovanja (11).
Pomanjkljivost obogatitve DNA knjiznice je neenakomer-
na pomnozitev oziroma izolacija posameznih fragmentov
DNA, zaradi cesar tudi globina branja na razlicnih mes-
tith ni enakomerna. Obogatitev pri WGS ni potrebna, saj
dolo¢amo zaporedje celotnega genoma.

Sekvenciranije s tehnologijo lllumina

Fragmenti DNA ene ali vec¢ pripravljenih DNA knjiznic se
s pomnozevanjem preko mostov pritrdijo na pretocno ce-
lico, kjer nato poteka sekvenciranje. Ker je dobljena dolzi-
na zaporedja (100300 bp) obicajno krajsa od dolzine fra-
gmenta, dolo¢imo zgolj zaporedje njegovega 5° koncnega
dela. Sekvenciranje lahko nato ponovimo tudi na drugem
koncu komplementarne verige fragmenta DNA, s ¢imer
dobimo zaporedji parnih koncev (angl. paired-end read), ki
sta lo¢eni z vimesnim delom, kjer zaporedje ni doloceno (3).

BIOINFORMATSKA ANALIZA

Surovi podatki sekvenciranja zahtevajo nadaljnjo analizo
z razlicnimi bioinformatskimi orodji. Proces lahko razdeli-
mo v $tiri stopnje: dolocitev baz, poravnava zaporedij, do-
locitev genetskih sprememb in njihova anotacija.

Doloéitev baz

Dolocitev baz zaobjema pretvorbo signalov (npr. svetlob-
nih ali elektri¢nih), zajetih med sekvenciranjem v nukle-
otidno zaporedje. V primeru socCasne analize ve¢ vzorcev
je hkrati potrebno tudi razvrstiti, katera zaporedja pri-
padajo kateremu vzorcu. Pri tem so v pomoc¢ »moleku-
larne ¢rtne kode« ki se nahajajo na zacetku vsakega za-
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poredja (12). Razvrsc¢ena zaporedja so shranjena v obliki
datoteke formata FASTQ, ki poleg nukleotidnih zapore-
dij vsebuje tudi podatke o zanesljivosti dolocitve posame-
znih nukleotidov.

Poravnava zaporedij

Zaporedja posameznih fragmentov DNA sluzijo kot osno-
va za pridobitev celotnega zaporedja eksoma, genoma ali
panela genov. Sestavljanje zaporedja genoma de novo (tj.
brez uporabe referencnega genoma) je racunsko zahtevno
n zahteva vecjo koli¢ino generiranih podatkov (13), zara-
di cesar se obicajno za sestavo genomskega zaporedja upo-
rablja prileganje fragmentov DNA na referencni genom.
V ta namen so bila razvita razlicna orodja za prileganje,
ki vkljucujejo kombinacijo globalne in lokalne poravnave
(14). Rezultati poravnave so shranjeni v datoteki formata
BAM (angl. binary alignment map), ki za vsak posamezen
fragment DNA vsebuje podatke o mestu poravnave in mo-
rebitnih neujemanijth (15).

Dolocitev genetskih sprememb

Na podlagi poravnanih zaporedij in neujemanj z referenc-
nim genomom dolo¢imo prisotnost genetskih sprememb.
Te so zbrane v datoteki formata VCF (angl. variant call for-
mat). V njej sta med drugim za vsako genetsko spremem-
bo dolo¢ena njeno nahajalis¢e v genomu ter podatek, za
kaksno spremembo v zaporedju gre. Podan je tudi podatek
o vertikalni pokritosti oziroma globini branja, ki je opre-
deljena kot stevilo unikatnih fragmentov DNA, ki vsebu-
jejo dani nukleotid na nekem mestu v genomu (16). Vecja
kot je vertikalna pokritost genetske spremembe, vecja je
verjetnost, da je ta v genomu dejansko prisotna in ni zgolj
artefakt. Za dolocitev prisotnosti heterozigotnih genetskih
sprememb je okvirno potrebna vsaj desetkratna vertikal-
na pokritost posameznega nukleotida (17). V praksi se iz-
kaze, da je vertikalna pokritost nukleotidov skozi celoten
genom oziroma cksom neenakomerna, zaradi tega mora
biti povpre¢na pokritost genoma oziroma eksoma (tj. pov-
precna vrednost vertikalnih pokritosti posameznih nukle-
otidov v celotnem genomu oziroma eksomu) visja. S tem
dosezemo zadostno globino branj tudi v regijah z nizjo ver-
tikalno pokritostjo nukleotidov. Pri WGS, kjer je vertikal-
na pokritost razmeroma enakomerna, je priporocljivo, da
je povprecna pokritost genoma vsaj 30-kratna, pri WES,

kjer pokritost mocneje variira, pa vsaj 75—100kratna (11). »



Cle zelimo zaznati nizke stopnje mozaicizma ali heterop-
lazmije, mora biti povprecna pokritost genoma ustrezno
vi§ja. Poleg podatka o vertikalni pokritosti je informati-
ven tudi podatek o alelnem delezu genetske spremembe,
ki je opredeljen kot razmerje med vertikalno pokritostjo
dolocene genetske spremembe in celokupno vertikalno
pokritostjo mesta, kjer se ta nahaja. Iz alelnega deleza je
mozno sklepati, ali je neka sprememba homozigotna, he-
terozigotna ali je prisoten mozaicizem (18).

Anotacija genetskih sprememb

Postopek anotacije omogoca povezavo genetske spremem-
be z informacijami o njenem vplivu na delovanje organiz-
ma. Amerisko zdruzenje medicinskih genetikov (angl. Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics, ACMG)
jeizdalo smernice, v katerih priporocajo petstopenjsko razvr-
$c¢anje sprememb glede na njihov klini¢ni pomen: patogena,
verjetno patogena, sprememba z neznanim klini¢nim pome-
nom, verjetno benigna in benigna (19). V kategoriji patoge-
nih (povzrocajo nastanek dolocene bolezni) in benignih (ne
povzrocajo nastanka bolezni) spadajo tiste genetske spremem-
be, za katere obstaja trdna znanstvena podlaga o njthovem kli-
ni¢nem pomenu, medtem ko v kategoriji verjetno patogenth
oziroma verjetno benignih spadajo tiste genetske spremem-
be, pri katerih lahko z vsaj 90odstotno gotovostjo trdimo o
njihovem klini¢cnem pomenu. Ce ni jasnih povezav s klini¢-
no sliko, se genetska sprememba razvrsca kot sprememba z
neznanim klinicnim pomenom. Ker je gotovost o povezavi
tezko kvantitativno oceniti, med posameznimi kategorijami
ni ostre meje. Prav tako lahko nova spoznanja privedejo do
ponovne razvrstitve posameznih genetskih sprememb. Naj-
pogosteje uporabljeni podatki za dolocitev kategorije vklju-
¢ujejo pojavnost genetske spremembe v splosni populacyi in
populaciji obolelih, funkcionalne studije, vrsto genetske spre-
membe in predviden vpliv, primerjavo z ze znanimi genet-
skimi spremembami in rezultate racunalniskih modelov (20).
T1 podatki se ¢rpajo iz objavljene znanstvene literature, po-
datkovnih baz ter rezultatov napovednih algoritmov. Popu-
lacijske podatkovne baze (npr. dbSNP, dbVAR in gnomAD)
vsebujejo podatke o prisotnosti in frekvenci genetskih spre-
memb v neki populaciji, vendar ni nujno, da vsebujejo podat-
ke o njihovem klini¢cnem pomenu (21-24). Kljub temu lahko
na podlagi podatka o frekvenci genetske spremembe o njeni
funkeiji deloma sklepamo, saj obicajno velja, da splosno priso-
tne genetske spremembe niso patogene. Drugi tip podatkov-
nih baz obsega baze patogenih genetskih sprememb (ClinVar,
OMIM, HGMD itd.) in tako vsebuje tudi podatke o njtho-
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vem klinicnem pomenu (25-27). Pri interpretaciji podatkov
1z podatkovnih baz je potrebna pozornost, v kaksni meri so

informacije posodobljene in podprte z zanesljivimi viri. Re-
zultate podatkovnih baz lahko kombiniramo z algoritmi, ki

skusajo napovedati vpliv neke genetske spremembe na izra-
zanje genov ter na funkcijo in strukturo izrazenih proteinov.
Najpogosteje so uporabljeni algoritmi za napoved posledic

na aminokislinski ravni (npr. PolyPhen-2, SIF'T in CADD),
kjer algoritem preveri, ¢e se prisotnost genetske spremembe

izrazi kot nesmiselna oziroma drugace smiselna aminokislin-
ska sprememba ali ¢e pride do spremembe bralnega okvirja

(28,29). Algoritem oceni vpliv aminokislinske spremembe na

podlagi njenega mesta znotraj proteina ter biokemijskih last-
nosti in evolucijske ohranjenosti mutiranega aminokislinskega

ostanka. Prav tako se uporabljajo algoritmi za napovedova-
nje mest izrezovanja intronov (npr. GeneSplicer), ki lahko na-
povejo pojav ali izgubo mest v prisotnosti neke genetske spre-
membe (30). Novejsa orodja poskusajo napovedati tudi vpliv
genetskih sprememb v nekodirajocih regijah (31). Obcutlji-
vost 1n specificnost napovednih algoritmov se razlikujeta od

primera do primera, v splosnem pa ti algoritmi se niso dovolj

zanesljivi, da bi jih lahko uporabili samostojno kot edini vir
informacije za napoved vpliva genetskih sprememb. Glede

na velik napredek napovednih algoritmov na sorodnih pod-
ro¢jih, kot je Alphalold za napovedovanje tridimenzional-
nih struktur proteinov (32), lahko pricakujemo, da bo v bliz-
nji prihodnosti uporaba strojnega ucenja in nevronskih mrez

tudi na podro¢ju napovedovanja vpliva genetskih sprememb

privedla do znatnih izboljsav napovedne moci (33).

Filtriranje genetskih sprememb

Za opredelitev vzrocne genetske spremembe oziroma genet-
skih sprememb, ki vplivajo na klini¢no sliko preiskovanca,
izberemo panel genov, ki so povezani s klinicnimi znaki. Pri
osnovanju panela si pomagamo z bazo podatkov Human
Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/) in Genomi-
cs England PanelApp (https://panclapp.genomicsengland.
co.uk/). Obe bazi podatkov sta razviti na podlagi medicin-
ske literature ter sorodnih portalov, kot so Orphanet, DE-
CIPHER in OMIM. Izbrani panel genov uporabimo za
filtriranje anotiranih genetskih sprememb. V naslednjem ko-
raku genetske spremembe filtriramo Se glede na prisotnost
v populaciji ter njihov polozaj v intronski, eksonski, promo-
torski ali regulatorni regiji. Osredotoc¢imo se na redke ge-
netske spremembe, ki so prisotne v eksonski, promotorski ali
regulatorni regiji, saj je vpliv intronskih sprememb obicaj-

no tezje razlozljiv. Izjema so ze znane opredeljene vzro¢ne >
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intronske spremembe. Pri genih, ki se dedujejo avtosomno
dominantno, klini¢no sliko pojasnimo z opredelitvijo ene
heterozigotne patoloske ali verjetno patoloske spremembe.
Medtem ko v genih, ki se dedujejo recesivno, za pojasnitev
klini¢nega fenotipa opredelimo eno patolosko ali verjetno
patolosko spremembo v homozigotni obliki oziroma dve
heterozigotni spremembi, ki se nahajata na razli¢nih alelih.

Poroéanje nakljuénih najdb

Pri iskanju vzroc¢nih patogenih sprememb, ki bi pojasnile
klini¢no sliko, lahko bodisi po nakljucju ali nacrtno odkri-
jemo tudi druge patogene spremembe, ki pa niso povezane
z napotno diagnozo. Takim najdbam pravimo nakljuc¢ne
oziroma sckundarne (v primeru nacrtnega iskanja) in lah-
ko razkrijejo Ze obstojeco nediagnosticirano bolezen ali pa
povecano verjetnost za njen pojav v prihodnosti. Pri tem se
pojavlja dvom, kako v takih primerih ravnati ter kdaj o naj-
dbah preiskovanca obvestiti in kdaj ne. V ta namen je zdru-
zenje ACMG sestavilo seznam genov, za katere je priporocl-
Jjivo porocanje patogenih sprememb (34). Seznam ne vsebuje
vseh sprememb genov, pri katerih so patogene spremembe
povezane z razvojem razlicnih bolezni, temvec se pri uvrs-
¢anju genov na seznam ravnajo po ve¢ merilih. Glavno iz-
med njih je, da mora porocanje o najdbi omogociti ukrepe,
ki bi znatno zmanjsali obolevnost ali smrtnost brez preko-
merne obremenitve preiskovanca in zdravstvenega sistema.
Trenutni seznam vsebuje 81 genov, od katerih je najvec po-
vezanih z razvojem rakavih in kardiovaskularnih obolen.

POMANJKLIJIVOSTI NGS

Kljub temu da se je NGS uveljavila kot glavna metoda v
klini¢ni genetski diagnostiki, ima nekatere pomanjkljivo-
sti, ki zahtevajo uporabo dodatnih metod ter pozornost
pri interpretaciji rezultatov.

Doloéanje zaporedja problematiénih regij

Problemati¢no je predvsem dolocanje prisotnosti genetskih
sprememb v homolognih, repetitivnih ali z gvaninom in
citozinom bogatih obmocjih. Homologne regije zaradi
svoje medsebojne podobnosti predstavljajo oviro pri po-
ravnavi zaporedij, saj je véasih nemogoce nedvoumno do-
lociti, kateri regiji pripada neko zaporedje. Tako lahko v
primeru napacnega prileganja pride do pojava lazno po-
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zitivnih ali lazno negativnih rezultatov (35). Podobna te-
zava nastopi pri repetitivnih regijah, kjer je tezko doloci-
ti pravo mesto poravnave, ¢e zaporedje fragmenta DNA
vsebuje zgolj repetitivni element (36). Hkrati so repetitivne
in homopolimerne regije mocneje izpostavljene napakam
pri sekvenciranju in pomnozevanju s PCR, saj lahko pri-
de do zdrsa polimeraze (37). Slabsa kakovost rezultatov je
tudi v regijah, bogatih z gvaninom in citozinom, kjer po-
gosteje pride do napac¢ne dolocitve baz (38).

Doloéanije strukturnih sprememb in
sprememb v §tevilu kopij

Medtem ko se NGS razmeroma dobro odreze pri dolocanju
SNV in kratkih insercyj oz. delecij, je dolocevanje vecjih kom-
pleksnih strukturnih sprememb in sprememb v Stevilu ko-
Py (angl. copy number variant, CN'V) zahtevnejse (39). Raz-
log je predvsem kratka dolzina prebranih fragmentov DNA,
ki jih je v primeru ve¢jih sprememb tezko pravilno prilega-
ti na genom. Opredelitev takih genetskih sprememb lahko
olajsajo uporaba podatkov o globini branja prebranih zapo-
redyj, sekvenciranje parnih koncev fragmentov DNA ali pa
poravnava zaporedij de novo brez uporabe referenc¢nega ge-
noma (40, 41).

Uspesnost dolocanja genetskih sprememb v zahtevnejsih re-
gijah lahko izboljsamo s so¢asno uporabo sorodnih metod.
V nekaterih primerih lahko zaporedje problematicnih regij
uspesno dolo¢imo s sekvenciranjem po Sangerju (42). Prav
tako lahko posamezno regijo pred sekvenciranjem specific-
no pomnozimo s PCR, s ¢imer pove¢amo globino branja
in se izognemo napacnemu prileganju na homologne regi-
je (35). V zadnjem casu se vse pogosteje uporabljajo tehni-
ke tretje generacije sekvenciranja, ki s svojo dolgo dolzino
branja olajsajo dolocanje strukturnih sprememb in zapore-
dij v problemati¢nih regijah (4).

KLINICNI PRIMER

Kot oris uporabe NGS sekvenciranja v klini¢ni diagnostiki
prirojenth bolezni je naveden primer bolnika s prirojeno ka-
tarakto. Ker je bil bolnik na intenzivni enoti, je bilo naroce-
no nujno genomsko sekvenciranje. Iz krvi smo izolirali DNA
in pripravili DNA knjiznico celotnega genoma. DNA smo z
metodo sonikacije fragmentirali ter na oba konca fragmen-

tirane DNA ligirali adapterske oligonukleotide s tako imeno- >



vano »molekularno ¢rtno kodo«. Po pripravi DNA knjiznice
smo izvedli sekvenciranje s sekvenatorjem Illumina Nova-
Seq6000. Po koncanem sekvenciranju smo naredili bioin-
formatsko analizo, pri kateri smo s pretvorbo svetlobnih si-
gnalov v zaporedje baz dolocili nukleotidno zaporedje vsch
fragmentov DNA ter na podlagi »molekularne ¢rtne kode«
dolocili branja, ki pripadajo preiskovanemu bolniku. S speci-
ficnimi bioinformatskimi orodji smo prilegali izbrana branja
na humani referencni genom. Sledila je dolo¢itev genetskih
sprememb, ki se razlikujejo od referen¢nega genoma ter ano-
tacija le-teh. Pri analizi genetskih sprememb smo pregledali
izbrani panel genov, povezanih z izrazenim klini¢nimi znaki.
Po izlocitvi intergenskih in intronskih sprememb smo v genu
ATADS3A, ki kodira mitohondrijsko membransko ATPazo,
nasli tri heterozigotne spremembe, ki jih v splosni populaciji
ni ali pa so zelo redke in prisotne s frekvenco manj kot 0,1 %
(gnomAD). Sprememba ¢.57C>G (NM_001170535) se nahaja

NM_001170535.3:c.220C>G
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57 nukleotidov pred start kodonom gena ATAD3A in lahko

potencialno vpliva na u¢inkovitost promotorja ter tako na iz-
razanje gena, vendar njena bioloska funkcija ni znana. Spre-
memba ¢.229C>G (rs138594222) povzroci zamenjavo levein-
skega ostanka na mestu 77 z valinskim (p.Leu77Val) in je v

podatkovni bazi HGMD opisana kot patoloska, saj povzro-
¢ delno izgubo funkcije proteina ATAD3A (43). Spremem-
ba ¢.282+484 444+227del predstavlja 1,4 kb veliko delecijo,
ki zajema eksona 3 in 4 gena ATAD3A (Slika 2). Spremem-
ba je opisana v bazi ClinVar kot patogena delecija. Z analizo

sekvenciranja genoma smo opredelili dve patoloski spremem-
bi, ki predstavljata verjeten vzrok za opazene klini¢ne znake.
Za natancnejso opredelitev povezave opisanih sprememb z

izrazenimi klinicnimi znaki bolnika smo opravili tudi anali-
zo druzinske segregacije opisanih genetskih sprememb in po-
trdili, da se patoloski spremembi nahajata na razlicnih alelih.

NM_0011/0535.3:¢.282+184_444+22/del {1,4kb delecija)
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Slika 2: Slika spremembe ¢.229C>G (NM_001170535) in 1,4 kb delecije c.282+484_444+227del (NM_001170535) iz interaktivhega
genomskega pregledovalnika IGV (angl. Integrative Genomics Viewer). Prikazan je izbrani odsek na humanem genomu, kjer se nahajata
obe omenijeni genetski spremembi. Zgornje sivo podroéje prikazuje vertikalno pokritost, spodnie sive érte pa prikazujejo posamezne fragmente
DNA. Rdece &rte predstavljajo fragmente DNA, kier se nahaja delecija ¢.282+484_444+227del (NM_001170535). Rdege-modra navpi¢na érta na
zgornjem sivem podroéju predstavlja nukleotidno spremembo ¢.229C>G (NM_001170535).

Figure 2: Figure of variant ¢.229C>G (NM_001170535) and 1.4 kb deletion ¢.282+484_444+227del (NM_001170535) from IGV
(Integrative Genomics Viewer). A selected section of the human genome is shown, where both changes are located. The upper grey area

shows vertical coverage, while the lower grey lines show individual DNA fragments. The red lines represent the fragments where the deletion
€.282+484_444+227del (NM_001170535) is located. The red-blue vertical line in the upper grey area represents the nucleotide change ¢.229C>G

(NM_001170535).
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ZAKLJUCEK

Prihod NGS je v diagnostiki prirojenih bolezni omogocil
premik od zamudnega ciljnega iskanja vzro¢nega gena do

hitre analize celotnega genoma, zaradi cesar se je uspesnost
iskanja genetskega vzroka bolezni moc¢no izboljsala. Poleg
hitrejse in celovitejse analize je NGS mocno pospesil tudi
pridobivanje informacij o ¢loveskem genomu, zaradi cesar
poznamo cedalje vec genetskih sprememb ter njihov vpliv
na razvoj bolezni. Skupaj z razvojem sekvenciranja so se
razvila tudi Stevilna bioinformatska orodja, ki omogoca-
jo obdelavo ogromne kolicine podatkov, ki jih pridobimo

z NGS. Kljub uspesnosti sekvenciranja s tehnologijo Illu-
mina pri dolocanju krajsih sprememb, se ta slabse obnese
pri daljsih strukturnih spremembah. V teh primerih se kot
resitev kaze prihod tretje generacije sekvenciranja z dol-
gimi branji. V bliznji prihodnosti pa nas verjetno caka se
naslednji preboj, ki ga bo prinesla vpeljava umetne inteli-
gence pri napovedovanju posledic genetskih sprememb na
izrazanje in delovanje proteinov, s ¢imer bo mocno olaj-
Sana anotacija sprememb, ki je pogosto ozko grlo analiz.
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Erratum: Ocena merilne negotovosti
nekaterih hematoloskih parametrov
analizatorja Sysmex XN-L 550

Erratum: Estimation of measurement
uncertainty of some hematological parameters

on Sysmex XN-L 550 analyzer

Sebastijan Bozi€, Milka Ogrin, Polona Likar, Minka LuZzovec, Marija Prezelj
Zdravstveni dom Vrhnika

Avtor za korespondenco:

Dr. Marija Prezej, spec. med. biokem.
Zdravstveni dom Vrhnika, Cesta 6. maja 11, 1360 Vrhnika
e-posta: doda.prezelj@gmail.com

V prispevku z naslovom Ocena merilne negotovosti neka- ~ moglobin, eritrocite, levkocite in trombocite v primerjavi z
terth hematoloskih parametrov analizatorja Sysmex XN-L zazeleno specifikacijo analiticne ucinkovitosti se je vrinila
550, ki je bil objavljen v 4. stevilki Laboratorijske medici- decimalna vejica pri povprecni vrednosti koncentracijske-
ne, je prisotna napaka. Na strani 55, v Tabeli 2: Merilna ga nivoja 2 trombocitov. Pravilna vrednost je 237 (10°/L)
negotovost obnovljivosti znotraj laboratorija (uRw) za he-  in ne 2,37 (10°/L).
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Navodila avtorjem prispevkov za revijo
Laboratorijska medicina

Laboratorijska medicina je strokovno-znanstvena revija Slo-
venskega zdruzenja za klini¢no kemijo in laboratorijsko
medicino (SZKKLM), ki objavlja prispevke s Sirsega pod-
roc¢ja laboratorijske medicine (klini¢na biokemija, labora-
toryjska 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 laborato-
rijske 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 clan-
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.
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e Prispevki bodo recenzirani. Posamezen prispevek
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 pristanck 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. 5
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2. VRSTE PRISPEVKOV IN NAVODILA ZA NJIHOVO
PRIPRAVO

Uvodnik napise urednik ali k pisanju povabi uglednega Kratki prispevek je pripravljen z namenom predstavi-
strokovnjaka. Je brez izvlecka, kljucnih besed in oznace-

nih odstavkov.

tve zanimivega klini¢nega primera/-ov, pomembnih poti
laboratorijske obravnave ali osvetlitve aktualne teme s
podroc¢ja laboratorijske medicine. Pri kratkem prispevku
Izvirni znanstveni ¢lanek je samo prva objava rezulta- so posamezni elementi sheme izvirnega ¢lanka lahko iz-
tov izvirnih raziskav na podrocju laboratorijske medicine. pusceni. Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod, prikaz pri-
mera/-ov, razpravo, zakljucek in literaturo. Vsebuje naj do

2000 besed, najvec 3 graficne elemente in do 20 referenc.

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. Strokovni ¢lanek je predstavitev Ze znanega, s poudar-
kom na uporabnosti rezultatov izvirnih raziskav in $ir-
Pregledni znanstveni ali strokovni ¢lanek je pregled jenju znanja. Organizacija ¢lanka je prilagojena vsebini,
ima povzetek, uvod, osrednje besedilo, zakljucek in lite-
raturo. Vsebuje naj do 3000 besed, najvec¢ 5 graficnih ele-

mentov in do 30 referenc.

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.

3. OBLIKA IN STRUKTURA PRISPEVKA

Prispevek naj bo pripravljen v formatu A4 z robovi 2,5 cm Povzetek prispevka:

in razmakom vrstic 1,5. Velikost ¢rk pisave Times New Ro-

man naj bo 12 pt, besedilo naj ima obojestransko poravnavo. * vslovenskem in angleSkem jeziku,

* naj ne presega 200 besed.

Spremni dopis naj vsebuje: ..
P P | | Kljuéne besede:
* naslov prispevka v slovenskem in angleskem jeziku,

L. . . ¢ v slovenskem in angleskem jeziku
¢ telefonsko Stevilko in elektronski naslov 5 J ’

korespondencnega avtorja, * najvec sest.
* izjavo, da prispevek Se ni bil objavljen ali poslan v

objavo v drugo reviio, Strukturirano besedilo:

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.

* 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

* V besedilu je treba vsako trditev podpreti z navedbo
vira.

e Zanavajanje virov naj bo uporabljen Vancuver
reference style, podrobnej$a navodila so v »Quick
reference guide: Vancouver Citing & Referencing
style« (http://guides.lib.monash.edu/citing-

referencing/vancouver).

* Viri naj bodo oznaceni s Stevilkami in v vrstnem
redu, kot se pojavljajo v prispevku. V besedilu naj
bodo navedeni v okroglem oklepaju. Kot primer
prikazujemo navajanje clanka (1), poglavja v knjigi
(2) in spletne strani (3). Seznam vseh navedenih virov
naj sledi na koncu besedila, oznaceni naj bodo z
zaporednimi Stevilkami, kot so navedeni v tekstu. Ce
je avtorjev dela ve¢ kot Sest, navedite le prvih Sest in
nato dodajte et al.

LABORATORIJSKA MEDICINA

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. Standards 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: http://deafnessvariationdatabase.org/



Zmogljivost centralnih
laboratorijev za usako
klinicno okolje

Analizator Atellica Cl 1900

siemens-healthineers.com/atellica-ci1900

Analizator Atellica® Cl 1900 je nizko do srednje zmogljiv
analizni sistem za biokemijske in imunokemijske analize.
Izvede lahko do 1120 testov na uro* (do 600 fotometri¢nih,
do 400 preiskav elektrolitov in do 120 imunokemijskih
preiskav). Sistem odlikuje neodvisna integracija, saj si
biokemijski in imunokemijski modul ne delita nobenih
analiznih komponent.

Modul za klini¢no kemijo je opremljen s tehnologijo
mikrovolumnov. Testiranje se izvaja s fotometrijo, EMIT,
PETINIA in turbidimetri¢no tehnologijo ter integrirano
multisenzorsko tehnologijo (IMT) za testiranje elektrolitov.

Imunokemijski modul ima edinstveno zasnovo, optimizirane
in robustne pralne protokole, ki omogocajo hiter ¢as
obdelave, in visoko natan¢nost. Nasi imunoloski testi slonijo
na principu kemiluminiscence in uporabljajo napredno
tehnologijo akridinijevih estrov.

*Odvisno od nabora testov

Dostopnost produkta se lahko razlikuje med drzavami in je odvisna od
regulatornih zahtev. Prosim kontaktirajte vasega lokalnega predstavnika za
informacije o dobavljivosti.

Na zgolj 1,9 m? analizator Atellica Cl 1900 uporablja
enako tehnologijo, reagente, potro3ni material in
uporabniski vmesnik kot Atellica® Solution, kar
omogoca standardiziranje zalog, delovnih procesov
in klini¢nih rezultatov skozi vaso celotno
laboratorijsko mreZo.

SIEMENS



BoljSe zdravje,
svetlejsa prihodnost

Takeda je globalno biofarmacevtsko podjetje, ki se
osredotoca na raziskave in razvoj ter se zavzema za
odkrivanje in zagotavljanje zdravil in cepiv, ki spreminjajo
zivljenja in imajo trajen vpliv na druzbo.

Od nase ustanovitve leta 1781 v Osaki na Japonskem
vztrajamo pri nasih vrednotah, tako da na prvo mesto
postavljamo potrebe bolnikov, gradimo zaupanje v druzbi,
krepimo svoj ugled in razvijamo poslovanje.

Takeda Pharmaceuticals d.o.o.

Bleiweisova cesta 30, 1000 Ljubljana, Slovenija
Tel.: + 386 (0) 59082480

E-posta: info-si@takeda.com

www.takeda.com

. \

Cakedin

VV-MEDMAT-78536
November 2022




cobas pulse

oskrbe

cobas® pulse system

Naslednja generacija Point of Care diagnostike, ki zagotavlja
celostno ter visokokakovostno oskrbo pacientov v danasnjem hitro
razvijajocem in kompleksnem okolju. cobas® pulse, profesionalni,
povezljiv glukometer, hkrati sluzi tudi kot platforma raznovrstnih
klinicno uporabnih aplikacij. Zasnovan z mislijo na va$o varnost ter
varnost bolnikov, prilagodljiv in enostaven za uporabo, nudi

podporo, na katero se lahko zanesete - zdaj in v prihodnosti.

Izvedite vel
diagnostics.roche.com/cobas-pulse

Samo za zdravstvene delavce. | MC-SI-00451
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Laboratorijski informacijski sistem

VODILNI SISTEM
SLOVENSKIH MEDICINSKIH
LABORATORLEV

e Cakalni sistem za laboratorije

e POCT nacin povezave analizatorjev

e Avtovalidacija

e Povezava dislociranih ambulant/analizatorjev z moznostjo avtomatskega potrjevanja rezultatov
(NMP, MD, antikoag./diabeti¢na amb.)

e Elektronski podpis ob potrjevanju na vodji in hramba narocil v e-arhivu

e Sprejem PDF izvidov iz zunanijih laboratorijev (izvajalcev)

Fin-Pro d.o.o.
Stegne 35
SI-1000 Ljubljana

T: +386 1518 8080
F:+386 1518 8090

info@labis.si
www.labis.si

—% I::Net 5—
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ISO 9001
Q-715




Celovite laboratorijske
resitve po vasi meri
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1 | Diagnostika urinov
Lighting the way with diagnost r
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XN-550 XN-1000 XN-3100

UD-10 & UF-4000 & UC3500

Ortho Clinical Diagnostics

Biokemija, imunologija
Because Every Test Is A Life
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Plinska analiza
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Digitalna morfologija
' Priprava krvnih razmazov

RAL Stainer RAL Stainbox

CellaVision DI-60 CellaVision DM-1200 CellaVision DC-1

MEDITRADE & Meditrade d.o.o.

Brnciceva 178 t: +386 1 5854 600

f:+386 1 5445 401

info@meditrade.si

SI-1231 Ljubljana Crnuce

www.meditrade.si
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GIVE YOUR BLOOD GAS
TESTING A PLUS

PROVEN PERFORMANCE i  IMPROVED USER INTERACTION

PULMO

Profesionalna medicinska oprema



URISED 3 PRO Automated Urine Sediment Analyzer X 2

» Revolutionary optical system combining
bright-field and phase contrast microscopy

» Throughput: up to 150 tests/hour

» Improved consumable traceability: RFID
based cuvette and rack identification

» Fully automated sample preparation
requiring only low sample volume

» The only consumable is the UriSed cuvette
» No need for liquid reagents or calibrators
» Live view mode: Real-time view of any

viewfield of the cuvette to observe
microorganisms in motion

LABUMAT 2 New PHASE with CONTRAST v

» Throughput: up to 240 tests/hour

» Evaluates up to 12 chemical and 3 physical parameters

» RFID based rack identification

» Cost-effective operation without any special liquid reagents
» Increased test strip capacity: up to 300 test strips

» Built-in PMC module (Physical Measurement Cell) for measuring physi-
cal parameters

v

Streamlined documentation by LIS connectivity

v

Automated QC analysis and self-check

Urine test strips Calculated Physical parameters
for LabUMat 2 ACR PCR SG Color TUR
LabStrip U11 GL Plus L] L] L] L] L] L] n ] n | ] ] ]
LabStrip U12 mALB/CREA ] ] ] ] ] [ ] ] ] [ ] ] ] [ ] ] [ ] [ ] [ ] [ ]

LABUMAT E

LABUMAT 2 & URISED 3 PRO

Chemistry and sediment analysis in one system

{JURISED

TECHNOLOGY

Contact us and learn more at www.dipros.si
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Abbott

Abbott provides visibility and optimizes every step of the diagnosis cycle
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