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35 drs sporbarhet til
nordisk klinisk kjemi

Da professor Lorentz Eldjarn utviklet
SERONORM i 1963 var det et bane-
brytende nytt hjelpemiddel for &
kontrollere kvaliteten av laboratorie-
analyser. Den teknologiske utvikling
innen laboratoriemedisin har gjort det
stadig vanskeligere & kontrollere
analysemetoder og instrumenter pa
annen mate enn ved bruk av pdlitelige
og uavhengige kontrollsera.

Det viktigste spersmalet ved valg av
kontrollsera er sporbarhet og fillit til de
data som oppgis for produktene. Takket
vaere et neert samarbeid med de klinisk
kjemiske fagmiljger i Norden gjennom
35 ar, star SERONORM og de andre
SERO-produktene, som er utviklet siden
1963, i en saerklasse med hensyn il
sporbarhet og dokumentasjon.
Produktene benyttes av laboratorier
over hele verden og framstér daglig
som ambassaderer for kvalitets-
bevisstheten i nordisk klinisk kjemi.

Nye utfordringer krever nye produkter
og SERO har idag et omfattende

produktspekter med kontrollmaterialer
for klinisk kjemi, proteiner, hormoner,
farmaka, sporelementer mv. Stabile
flytende kontroller forenkler bruken av
produktene og muliggjer palitelig
kvalitetskontroll ogsa av enklere
instrumenter i primaerhelsetjenesten.
Men kravene til kvalitet, sporbarhet og
dokumentasjon bestar uforandret.
Produktene er framstilt av trygge
skandinaviske ravarer fra kontrollerte
kilder. Analysedata presenteres fra
navngitte, uavhengige laboratorier i
gkende grad ogsa ved bruk av
referansemetoder og med sporbarhet til
internasjonale standarder.

Gjennom 35 ar har SERO gnsket &
bidra til en kvalitetsutvikling av
laboratoriemedisin. Med god hijelp og
stette fra fagmiljger i de nordiske land
har defte vaert mulig. Sammen med
NYCOMED Pharma AS, som
distribuerer produktene i Norden,
gnsker vi fortsatt & veere en uavhengig
og pdlitelig stettespiller for kvalitets-
bevisste laboratorier.

DISTRIBUSJON:

ERO

Sverige:  Nycomed AB Tel.: +46 8 731 2800
Finland: ~ OY Nycomed AB Tel.: +358 9 5123 550
Danmark:  Nycomed DAK AS Tel.: +45 4677 1111
Island: Pharmaco Tel.: +354 5658 111
Norge: Sero AS Tel.: +47 66846560

Nycomed Pharma Tel.: +47 23185050
(Primaerhelsetjenesten)




(cess The Immunoassay Panels Patients Need Most

Cardiac * Thyroid » Fertility » Anemia » Diabetes  Adrenal/Pituitary
Tumor Markers » Allergy  Infectious Disease * Blood Virus
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REDAKTIONELLT

Sa kommer vi redan neddimpande i din brevlada. att NFKK skall komma pa Internet med en egen
Det var ju inte linge sedan sist. Men - som jag hemsida. Jag har inte fatt adressen dnnu, men den
skrev i forra numret - innevarande nummer skall ~ skall nog komma snart. Emellertid hittar ni nagot
vara firdigt fére Abo-kon- ﬁ om NFKK pa SFKK:s

gressen och fardigt ar det! hemsida. Dit hittar ni med
Som du ser har vi fort- adressen: swedemedsoc.se/
satt enligt tidigare upp- sektioner.
dragna linjer. I detta num- Daremot finns ROSAN
mer finns en artikel inom pa nitet numer. Dit hittar ni
omradet "Nya tekniker pa med adressen:
vig in till vara laboratorier” www.rosan.com. Titta in
och en artikel inom omra- dér skall ni se! For att hjédlpa
det "Medisinsk publise- dig litet pa traven har jag ta-
ring”. Bada artiklarna vér- git uten av hjilpsidorna och
defulla och vilskrivna. Vi- aterger den i detta nummer.
dare sammanfattar Goran Sedan ankommer det forstas
Lindstedt fran ett sympo- pa dig att lagga till alla dina
sium som SFKK arran- ovanliga analyser och an-
gerade 1 samband med vinda dig av registret i sa
Riksstimman 1997 och stor omfattning som mojligt.
som handlade om diagnos- Lycka till!
tiken vid B12-brist. Séa riknar jag med att vi
Niista nummer riiknar vi med skall komma i ses i Abo inom Kort.
oktober. Hor av er dessforinnan! Bista hidlsningar
I foregaende nummer skrev Sverre Landaas om

~-QUVUH
ABTAAQIQ

TASSE—

Kristoffer Hellsing



Nytt fra Styret

TOR-ARNE HAGVE

Pa det kommende styremgte som arrangeres i
forbindelse med Nordisk kongress i Abo er en av
de viktigste sakene en diskusjon om i hvilken grad
NFKK i fremtiden skal vaere gkonomisk ansvarlig
for de nordiske kongresser, og pa hvilken mate
NFKK da kan tenkes & vare involvert mer aktivt i
arrangering av kongressene. Denne saken ble
aktualisert ved at Styret pa forrige mgte besluttet
a dekke en del av underskuddet fra Torshavn-kon-
gressen.

Styret vil ogsa utrede neermere NFKKs forhold
til ROSAN i fremtiden. ROSAN er som kjent lagt
ut pa Internett (www.rosan.org) og tilgjengelighe-
ten er derfor bedret betraktelig.

Andre viktige saker fokuserer pa (1) hvordan
NFKK kan bidra til & gke manuskripttilgangen til
SJCLI, (2) nordisk rekomendasjon for analyse av
ALP, LD, amylase, (3) NFKK pa Internett, (4) logo
for NFKK, (5) nordiske kurs, (6) gkonomioversikt
og (7) valg av ny formann. Sistnevnte sak har jo

L

den apenbare konsekvens at dette er det siste Nytt
fra Styret jeg skriver. Tre ar som fornann i NFKK
har gatt raskt. Det har vert en fin tid for meg.




KAPILLZAR ELEKTROFORESE

[ KLINISK KJEMI

KATJA B. PRESTO ELGSTOEN og EGIL JELLUM,
Institutt for Klinisk Biokjemi, Rikshospitalet 0027-Oslo, Norge

1. Introduksjon

Kapiller elektroforese (CE) ble fgrst introdusert
av Hjerten i 1967(1). Virtanen (2) og Mikkers og
medarbeidere (3) var ogsa tidlige pionerer. Annen
generasjons CE ble utviklet av Jorgensen og Lu-
cas (4)1 1981, og deres videreutvikling av instru-
mentering og deteksjonssystemer fra tidlig pa at-
titallet danner mye av grunnlaget for moderne CE
slik vi kjenner den i dag. Det forste kommersielle
CE instrument kom i 1988, og snart ble mange
ulike CE apparater tilgjengelig. Utviklingen har
imidlertid vist at det egentlig bare er 2-3 produ-
senter som dominerer markedet.

I dag definerer vi kapiller elektroforese om en
familie av relaterte teknikker hvor det benyttes
kapillerkolonner med indre diameter pa mellom
20 og 150 um.

Separasjon av analyttene skjer ved at det paset-
tes spenning, ofte opptil 25000V. Benyttes et 50
cm langt kapiller gir dette en elektrisk feltstyrke
pa 500V/cm.

En prinsippskisse av et CE instrument er vist i
fig. 1.

Begge endene av kapilleret er plassert i et elek-
trolyttreservoar med separasjonselektrolytt, og
kapilleret er ogsa fylt med denne Igsningen. [ hvert
av elektrolyttreservoarene er det ogsa en elektro-
de, koplet til en hgyspentkilde. Generelt er injeks-
jonsenden ved + elektroden, og detektorenden nar
- elektroden. Deteksjon gjgres som regel on-co-
lumn ved at kapill@ret er tredd gjennom detekto-
ren.

Ved injeksjon av prgve byttes elektrolyttreser-
voaret ut med et prgvereservoar,

og prgven injiseres ved pasetting av trykk (hy-
drodynamisk injeksjon) eller eventuelt spenning
(elektrokinetisk injeksjon). Det finnes i dag flere
kommersielle instrumenter med autoinjektorer, og
en prgvekarusell med opptil 120 prgveposisjoner
plasserer kapilleret i gnsket posisjon.

Det utvikles mye varme i kapill@ret under ana-
lysen, og kjgling er derfor essensielt. I dag benyt-
tes enten luftkjgling, hvor en vifte sgrger for at
overskuddsvarmen transporteres bort fra kapillero-
verflaten, eller vaskekjgling hvor kapilleret er
tredd gjennom en teflonslange hvor kjglevaesken
sirkulerer.

kapilleer

+

elektrode

1

elektrolytt \\ f

reserv
eservoar prove

detektor ._—_J\_ULM—}W-

N

— utskrift
elektrode

elektrolytt
reservoar
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Silikakapilleer

N ioniserte silanolgrupper

En forbindelses vandringshastighet i CE eri stor
grad bestemt av dens ladning/masse forhold, og
forbindelser med et stort ladning/masse forhold
(stgrst ladningstetthet) vil ha hgyest vandringshas-
tighet.

Et viktig fenomen i kapiller elektroforese er
elektroosmose, eller elektroosmotisk flow (EOF),
se fig. 2.

EOF er en vandring av vaeske gjennom silika-
kapilleret, og oppstar som en fglge av ionisering
av silikaoverflatens silanolgrupper ved pH over ca
3,5. Til denne negativt ladede overflaten vil det
assosieres positive ioner i Igsningen. Utenfor det-
te stasjonere laget av kationer vil det assosieres et
mere diffust lag av mobile kationer. Nar spenning-
en settes pa vil disse mobile positive ionene beve-
ge seg mot den negative elektroden, og drar sale-
des hele vaesken i kapilleret med seg. EOF er alt-
sd en jevn flyt av veske fra + til - elektroden i
ubehandlede silikakapiller. Den resulterende
flowprofilen er flat, i motsetning til den paraboli-
ske flowprofilen som observeres i systemer hvor
en pumpe presser mobilfasen igjennom kolonnen
(fex. HPLC). Den flate flowprofilen i CE resulte-
rer i at prgvesonene blir meget smale, og fglgelig
blir de resulterende toppene pa utskriften meget
smale ( hgye platetall).

EOF pavirkes av flere faktorer, spesielt pH, og
EOF gker med gkende pH.

Ved pH over ca 9,5 vil sa a si alle silanolgrupp-
ene pa silika kapilleroverflaten vare ionisert, og
en videre pkning i pH utover dette vil derfor ikke
oke EOF nevneverdig.

Separasjonen av forbindelsene i et kappilar

42

elektroforese system kan beskrives enkelt ved at
vi ser for oss kapilleret som en elv. Vannet som
strgmmer nedover elven beskriver EOF, fra top-
pen av et fjell ( + elektroden) til bunnen av en dal
(- elektroden). En positivt ladet forbindelse vil da
vare en som svegmmer medstrgms ( mot - elektro-
den) og passerer derfor detektorvinduet fgrst. En
negativt ladet forbindelse vil vere en som svgm-
mer motstrgms (mot + elektroden), men fordi
strgommen i elven (EOF) er sterkere vil han drive
med elven og passere detektorvinduet. En ngytral
forbindelse vil vere en som ikke gjgr noe forsgk
pa a svgmme i noen retning, og vil derfor drive
med vannets hastighet (EOF). Med et slikt oppsett
vil altsa en positivt ladet forbindelse detekteres
forst, deretter de ngytrale, og til slutt de negativt
ladede. Alle ngytrale forbindelser vil ha samme
vandringshastighet, lik EOF, og vil derfor ikke
separeres. Er det gnskelig med separasjon av
ngytrale forbindelser, ma et sakalt MEKC system
benyttes (se senere).

Separasjonselektrolytten eller bakgrunnselek-
trolytten som den ogsa kalles utgjgr mediet sepa-
rasjonen skjer i. Dette er som regel en vandig buf-
fer som fosfat eller borat, og pH ligger som regel i
omradet 4 til 11. Organiske additiver som acetoni-
tril eller metanol kan tilsettes for a forandre selek-
tiviteten. Generelt kan det sies at pH er absolutt
den viktigste parameteren for optimalisering av en
CE-separasjon. pH i separasjonsmediet vil pavir-
ke ioniseringen av silikaoverflaten og derfor ogsa
EOF, men i tillegg vil pH avgjgre ladningen pa
var analytt dersom denne er en ioniserbar forbin-
delse.

Klinisk Kemi i Norden 2, 1998
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1.1 Micellar elektrokinetic chromatography,
MEKC.

For separasjon av ngytrale forbindelser kan det til-
settes ladede miceller som SDS (sodium dodecyl
sulphate) til separasjonselektrolytten, og micelle-
ne vil fungere som en mobil stasjon@rfase, se fig.3.
Separasjonssystemet kalles na for micellar elec-
trokinetic chromatography (MEKC). Sepa-
rasjonsprinsippet blir tilsvarende omvendt fase
HPLC, i det forbindelsene separeres utfra deres
hydrofobe/hydrofile egenskaper.

Selektiviteten og elueringsrekkefplgen i MEKC
vil som regel ogsa stemme godt overens med re-
sultater fra omvendt fase HPLC.

En fordel ved bruk av miceller er at det mulig-
gjgr direkte injisering av vasker med hgyt protei-
ninnhold, slik som serum.

Ulempen er at oppkonsentreringsteknikkene
som er utviklet for fri sone elektroforese generelt
ikke er anvendbare for MEKC.

1.2 Kapillaer isotachoforese, cITP
I isotachoforese (cITP), benyttes samme instru-
mentering som kapiller elektroforese, men sepa-
rasjonen av forbindelsene skjer i et diskontinuer-
lig buffersystem bestaende av en ledende ( L) og
en terminerende (T) elektrolytt. Prgven injiseres i
grensen mellom disse to lgsningene. En skjema-
tisk fremstilling av et isotachoforeseseparasjon er
vist i fig.4.

Som eksempel kan tas separasjon av tre katio-
niske forbindelser ( X, Y og Z).

Kapilleret og reservoaret ved - elektroden er
fylt med den ledende elektrolytten ( L). Den led-

a) X
+|T|v L

z
b) VY]

7z |z|Y[x L
+| T [l
Z Y |X

c) T Z) Y |X L
—+ Z| Y X

ende elektrolyttens kationer ma ha hgyere
mobilitet enn kationene som skal separeres,
og i tillegg ma anionene i denne lgsningen
ha en tilstrekkelig bufferkapasitet i pH om-
radet hvor separasjonen skal utfgres.
Reservoaret ved + elektroden er fylt med
terminerende elektrolytt (T), og kationene i
denne elektrolytten ma ha lavere mobilitet
enn kationene som skal separeres. Nar spen-
ningen settes pa (fig.4a), vil den kationiske
analytten med hgyest mobilitet (X) vandre
raskest, og de mere langsomt migrerende
analyttene (Y og Z) vil henge bak (fig.4b).
Fordi kationene i den ledende elektrolytten
(L) har hgyere mobilitet enn analyttene,
og sistnevnte vil derfor aldri migrere inn i

Klinisk Kemi i Norden 2, 1998
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L-sonen. Den terminerende elektrolytten (T) pa sin
side inneholder bare kationer med lavere mobili-
tet enn analyttene, og kationene i T-sonen vil der-
for ikke kunne migrere inn i prgvesonen. Prgve-
sonen blir pa denne maten «last fast» mellom den
ledende og den terminerende elektrolytten. For a
opprettholde transporten av strgm gjennom kapil-
leeret vil kationene i prgvesonen separeres ytterli-
gere, inntil hver sone bestar av kun en type katio-
ner ( fig.4c). Det er na oppnadd en likevekt, og
ingen videre forandringer vil skje i systemet. Alle
sonene i kapilleret vil nd vandre med samme has-
tighet tilsvarende hastigheten til kationene i den
ledende elektrolytten.

Den elektriske feltstyrken viser en trappeprofil
langs kapilleret (fig.4d).

For separasjon av anioner benyttes ngyaktig det
samme prinsipp, men L-elektrolytten er na i reser-
voaret ved + elektroden og T-elektrolytten i reser-
voaret ved - elektroden.

1.3 Kapilleer isoelektrisk fokusering, cIEF
Kapiller isoelektrisk fokusering ( cIEF) er begren-
set til separasjon av amfolyttiske substanser. For-
bindelsene separeres her ikke etter deres forskjell
i mobilitet som i de tidligere beskrevne tilfeller,
men utfra forskjell i isoelektrisk punkt (pI). Isoe-
lektrisk punkt er den pH hvor en amfolytt har null
netto ladning.

Ved denne pH foreligger de fleste amfolyttene
som zwitterioner, det vil si at de bade har en posi-
tivt og negativt ladet gruppe, og de vil da ikke
migrere ved pasetting av et elektrisk felt. Ved la-
vere pH enn deres pl vil de ha en netto + ladning
og migrere mot - elektroden, og ved pH over de-
res pl vil de ha en netto - ladning og vandre mot +
elektroden. Separasjon av forbindelsene skjer ved
at det benyttes en linezr pH gradient gjennom ka-
pilleeret. Denne pH gradienten oppnas ved at se-
parasjonselektrolytten bestar av amfolytter med pl
verdier fra lav til hgy pH, som regel en blanding
av polyamino- polykarboksylsyrer. Nar prgven
injiseres vil de amfolyttiske analyttene migrere til
de kommer til det pH omradet i kapilleret som
tilsvarer deres pl. De vil na ha en netto ladning pa
0, og stopper derfor opp.

Det er mange likhetstrekk mellom isotachofo-
rese og isoelektrisk fokusering, og begge disse tek-
nikkene fgrer til meget smale prgvesoner og gir

44

ogsa ofte god opplgsning mellom toppene.

1.4 CEC- kapiller elektrokromatografi

I kapiller elektrokromatografi (CEC) benyttes
pakkede kapillerer. Pakkematerialet som utgjgr
stasjonerfasen er et kromatografisk materiale
tilsvarende det som benyttes i omvendt fase HPLC,
f.eks. C-18 eller C-8. Til na har teknikken vert
preget av en del praktiske problemer forbundet med
a fa et homogent pakkemateriale i sa tynne kolon-
ner som benyttes i CE. CEC blir allikevel sett pa
som en lovende teknikk for framtiden, spesielt
innen farmasgytisk industri. Separasjonen utfgres
ved at det settes pa spenning, og EOF vil dra Igs-
ningen igjennom det pakkede kapilleret. Analyt-
ten vil ha interaksjon med stasjonzrfasen, og hy-
drofobe forbindelser vil elueres sist da disse har
stgrst affinitet til det kromatografiske materialet
.Fordelene med CEC sammenliknet med omvendt
fase HPLC er den flate flowprofilen som oppnas i
CE, og dette gir meget smale topper og fplgelig
bedre opplgsning enn tilsvarende separasjon i ut-
fgrt med omvendt fase HPLC.

2. Fordeler og ulemper med kapillaer
elektroforese

Bruken av CE har gkt mye de senere arene, og
antall publikasjoner har gkt tilsvarende.

Dette skyldes i stor grad at teknikken har flere
fordeler sammenliknet med tradisjonelle kroma-
tografiske teknikker som gasskromatografi ( GC)
og vaskekromatografi (LC), spesielt omvendt fase
HPLC. Den kraftige veksten i bruk av CE de se-
nere ar skyldes ogsa i stor grad at det er funnet
praktiske lgsninger pa problemet med darlig kon-
sentrasjonsfelsomhet, som tidligere var en av svak-
hetene med teknikken.

En stor fordel ved bruk av CE er at forbruket av
prove er meget lite. Generelt injiseres mellom 2 -
10 nL prgve (!), og dette er gunstig spesielt ved
analyse av biologisk materiale. Paradoksalt nok er
det denne fordelen som ogsa fgrer til en av ulem-
pene ved CE, relativt darlig konsentrasjonsfglsom-
het. Til na har on-column UV deteksjon vert det
mest anvendte deteksjonsprinsipp. Kapilleret er
da tredd gjennom detektoren og deteksjonen skjer
on-column nar forbindelsene passerer detektorv-
induet, i motsetning til f.eks. HPLC hvor en ek-
stern detektorcelle benyttes. Det vil igjen si at det
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er den indre diameteren pa kapillzret som bestem-
mer lysveien , som regel mellom 25 og 100um.
Sammenliknet med lysveien i en HPLC detektor-
celle (fra 2-10 mm) blir resultatet at det er langt
feerre molekyler i lysveien samtidig i CE enn i
HPLC.

For & bedre konsentrasjonsfglsomheten benyt-
tes flere forskjellige teknikker.

Dette dreier seg enten om bruk av andre detek-
torer enn UV og diode-array (DAD), eller om tek-
nikker for & oppkonsentrere prgven fgr eller under
analysen.

2.1 Bruk av andre deteksjonsprinsipper.

Det er utviklet sékalte bobleceller og Z-celler for
a gke lysveien ved UV eller DAD. Bruk av kapil-
lerer med slike celler bedrer deteksjonsgrensene
med inntil ca. 10 ganger. For enkelte applikasjo-
ner kan dette vare tilstrekkelig, men i mange til-
feller , spesielt for applikasjoner innen klinisk kje-
mi vil ikke dette vaere nok. Bruk av laser indusert
fluorescens (LIF) er gunstig for bestemmelse av
fluorescerende forbindelser. Eksempler pa dette er
enkelte cytostatika, og deteksjonsgrensene bedres
ofte med en faktor pa ca 1000 ved a bruke en LIF
detektor sammenliknet med UV. For forbindelser
som ikke er selvfluorescerene kan derivatiserings-
reaksjoner utfgres for & innfgre fluorescerende kro-
moforer pa analytten. Ulempen med bruk av slike
reagenser er at de er relativt dyre, og at derivatise-
ringstrinnet kan vere tidkrevende. Kobling av
massespektrometer (MS) til CE har ogsé gkt mye
i bruk de senere ar. Fordelen ved bruk av MS som
detektor er at det muliggjgr bestemmelse av for-
bindelser som ikke absorberer UV-lys, i tillegg til
at det resulterende massespekteret gir en meget
sikker identifisering av analytten. Bruk av elek-
trokjemisk deteksjon muliggjor ogsa meget selek-
tiv deteksjon av en del forbindelser.

2.2 Oppkonsentrering fgr eller under analysen
En av de mest brukte teknikkene for oppkonsen-
trering under analysen er stacking, hvor prgven
injiseres i et organisk lgsningsmiddel. Forskjell i
ledningsevne mellom prgvesonen og separasjons-
elektrolytten vil fgre til at analyttene oppkonsen-
treres i overgangen mellom disse to sonene. Isota-
choforese kan ogsa gi en betydelig oppkonsentre-
ring av analyttene.
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On-line oppkonsentrering har blitt viet mye
oppmerksombhet spesielt det siste aret(5). Det festes
da en liten enhe, en sakalt analytt-konsentrator pa
inngangsenden av kapilleret. Analytt-konsentrat-
oren er pakket med et kromatografisk materiale,
f.eks. C-18 eller ionebyttermateriale og prinsippet
er tilsvarende fast-fase ekstraksjon. Prgven (fex.
serum eller urin) injiseres i et stort volum ( opp til
ca. 100 pL), og analytten vil feste seg til det
kromatografiske materialet i analytt-konsentrat-
oren, mens resten av lgsningen (matriks) vil passere
gjennom kapilleret og til waste. Neste steg er
vasking, hvor det innfgres en lgsning, som regel
separasjonsbufferen. Analytten vil fremdeles sitte
fast pa det kromatografiske materialet, mens
forurensninger og resten av matriks vaskes ut av
systemet. Det injiseres sa et meget lite volum av
et organisk lgsningsmiddel, f.eks. metanol eller
acetonitril. Analytten vil lgsne fra materialet og
fgres med det organiske Igsningsmiddelet inn i
analysekapilleret.

Deretter settes det pa spenning og analysen
fullfgres som normalt. Med denne teknikken kan
det oppnar en oppkonsentrering med en faktor pa
1000.

Denne oppkonsentreringsteknikken er spesielt
interessant for analyse av fysiologiske vasker, hvor
konsentrasjonen av analytten ofte er meget lav.

3. Sammenlikning med andre
kromatografiske teknikker

3.1 Sammenlikning CE og HPLC :

Mange av separasjonene som utfgres pd HPLC i
dag kan gjgres ved bruk av CE.

De store fordelene med CE i denne sammen-
hengen er et meget lavt forbruk av lgsninger, og
spesielt organiske Igsningsmidler. Det kan enkelt
forstds nar vi vet at total volum et av en
kapillerelektroforese-kolonne er noen fa microliter
(UL). Analysekostnadene for en CE separasjon lig-
ger generelt pd 1-2% av de samme utgifter ved
bruk av omvendt fase HPLC.

Kolonnematerialet er vesentlig billigere enn
HPLC- kolonne og kan generelt brukes til minst
like mange analyser.

En annen fordel er at selektivitet og analysetid

enkelt kan justeres i CE ved & variere kapillerets
lengde og sammensetning av separasjonsbuffer.

Ved overfgring av en applikasjon fra omvendt fase
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HPLC til CE benyttes generelt MEKC.

Vi kan da optimalisere separasjonen bade ved a
forandre separasjonselektrolytten, men ogsa ved a
justere konsentrasjonen av den mobile stasjoner-
fasen (f.eks. konsentrasjonen av SDS). Skal
selektiviteten forandres i omvendt fase HPLC pa
stasjonzrfaseniva ma som kjent analysekolonnen
byttes ut, og en kolonne med annen stasjonarfase
benyttes med de kostnadene det medfgrer.

Det er altsa enkelt og billig a optimalisere en
MEKC separasjon, og analysetiden er ofte kortere
enn tilsvarende analyser oppnadd ved omvendt fase
HPLC.

Pa tilsvarende mate kan optiske isomerer og
endo-exo isomere forbindelser separeres ved CE
ved tilsetning av forskjellige additiver som cyklo-
dextriner til separasjonsbufferen.

3.2 Sammenlikning CE og GC

En forutsetning for at forbindelser skal kunne ana-
lyseres med GC er at de er flyktige. En del sma
forbindelser er flyktige, mens storparten av ana-
lyttene ma derivatiseres for a bli flyktige nok for
GC-analyser.

Derivatiseringsreagenser er generelt kostbare,
i tillegg til at derivatiseringsprosedyren som sa-
dan kan vere tidkrevende.

Kravet om at analytten skal vere flyktig forer
ogsa til en molekylvektsbegrensning, og forbindel-
ser med molekylvekt hgyere enn ca. 500 analyse-
res derfor vanligvis ikke med GC.

For CE analyser er det ingen slike krav til ana-
lyttens fysikalske egenskaper, og teknikken kan
brukes til a analysere alt fra sma uorganiske ioner
til hgymolekylare forbindelser som proteiner og
DNA fragmenter. Selektiviteten oppnadd i CE vil
generelt vere annerledes enn selektiviteten opp-
nadd i GC. Dette skyldes at vi i CE separerer ut fra
forbindelsenes ladningstetthet, hydrofobisitet el-
ler stereokjemi avhengig av sammensetningen av
separasjonsbufferen, mens i GC separeres for-
bindelser generelt utfra forskjeller i kokepunkt.

4. Anvendelser i klinisk kjemi

Selv om prinsippet for CE har vert kjent i mange
ar, og kommersielle instrumenter har vert pa
markedet i 10 ar, er det fgrst i den siste tiden
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teknikken begynner 4 finne sin plass i klinisk kjemi.
I det fglgende skal vi kort omtale noen av de
omrader hvor CE trolig vil bli nyttet i gkende grad
i tiden fremover. For lesere som vil gd mer i dybden
henvises det til et spesialnummer i journalen
«Electrophoresis»(6), og et spesial nummer i J.
Chromatography B(7). Det kan ogsa henvises til
en oversikts artikkel: CE in medical diagnosis(8).

4.1 Serumproteiner

Elektroforetisk separasjon av serumproteiner ble
forste gang utfgrt i 1951(9), og har i arene siden
fatt en viktig plass i diagnostikk av en rekke til-
stander, for eksempel pavisning av monoklonal
komponent ved myelomatose. Papir var det fgr-
ste separasjonsmedium, etterfulgt av cellulose ace-
tat og agarose gel som dominerer i dag. Pa 70 tal-
let ble det introdusert mer hgyopplgslige metoder
som polyacrylamid gelelektroforese, SDS elektro-
forese og kombinasjonen av disse til hgy opplgs-
nings 2D elektroforese, som separerer 727 serum-
proteiner, som polypeptidkjeder(10).

Ingen av disse metodene nyttes i rutine klinisk
kjemi, og fremdeles er det den klassiske elektro-
foresen som gir 8-10 band av serum proteiner som
dominerer.

Tidlig pa 90 tallet ble det vist at CE ogsa kunne
nyttes til analyse av serumproteiner, og ga et mgns-
ter som nermest var identisk med klassisk elek-
troforese (11). 11996 ble det forste spesiallagede
CE instrument dedisert til serum protein bestem-
melse lansert (Beckmann Paragon 2000). Dette
instrumentet har 7 parallelle kolonner med hver
sin tilhgrende UV-detektor, og har en kapasitet pa
40-50 analyser per time. Fordi UV deteksjon nyt-
tes, blir farging/avfarging ungdvendig, og man far
direkte kvalitative og kvantitative resultater.

Flere studier (12,13) samt egen erfaring viser
god overensstemmelse mellom klassisk elektrofo-
rese og CE analyse. Vi har imidlertid observert at
dersom et serum inneholder litt fibrinogen, vil dette
oppdages pa agarose, men maskeres ved bruk av
CE (14).

CE kombinert med immunosubtraksjon er ve-
legnet til a identifisere monoklonale komponen-
ter, og her utnyttes fordelen med flere kolonner i
parallell. Serum tilsettes immobilisert anti-IgG,
anti-IgA, anti-IgM, anti-kappa og anti-lamda, og

Klinisk Kemi i Norden 2, 1998



supernatanten analyseres deretter med CE. Et ty-
pisk resultat er vist i fig.5, som identifiserer den
monoklonale komponent som IgG-kappa.

Denne pasienten hadde gitt blod til Janus-ban-
ken (15), og analyse av sera samlet i flere ar for
klinisk diagnose paviste den monoklonale kom-
ponenten 15 ar fgr diagnose av myelomatose (16).

Det samme fant vi for en rekke andre kasus i
Janusmaterialet.

Det er na flere laboratorier som nytter CE i ru-
tinebestemmelse av serum proteiner, og man kan
utfgre over 300 analyser per dag. Dette er en over-
kapasitet for mange laboratorier. Selv om instru-
mentet er relativt kostbart i innkjgp, vil det pa den
annen side vare arbeidsbesparende, og vil kunne
frigi verdifull arbeidskraft til andre formal. Man

kan ogsa reise spgrsmalet hvorvidt bruk av serum-
protein analyse med hgy kapasitet CE kan nyttes
pa nye mater, for eksempel til screeningformal..

4.2 Proteiner i spinalvaeske

CE er nylig blitt nyttet til & separere proteiner i
CSF(17). Den store fordelen er at svert lite spi-
nalvaske trenges, kun 20 uL. sammenlignet med
2-4 mL som er ngdvendig til klassisk agarose gel
elektroforese. I begge tilfeller ma det gjgres en
oppkonsentrering. Det er imidlertid meget som
tyder pa at man om ikke lenge oppnar tilstrekkelig
fglsomhet med CE til a kunne injisere spinalvaske
direkte uten noen form for prgveforbehandling. En
viktig anvendelse av CSF elektroforese er pavis-
ning av oligoklonale band i gammaregionen, som
indikasjon pa multippel sclerose. CE synes & kun-

PATIENT

IDENTIFICATION OF THE MONOCLONAL,
UNKNOWN COMPONENT X IN THE

ne pavise slike oligoklonale im-
munglobuliner minst like godt
som klassisk elektroforese (18),
og det er dessuten p.g.a gode
kvantiteringsmuligheter relativt

X

enkelt & bestemme «CSF-index»
(ratio albumin i CSF/serum).

4.3 Hemoglobinvarianter
Flere laboratorier har rapportert
separasjon av ulike hemoglobin-

typer ved hjelp av CE. Best re-

sultat oppnas ved a bruke CE i
modus cIEF. Hempe og medar-

Kappa

L

\

beidere (19) publiserte nylig et
omfattende arbeide hvor for ek-
sempel HbA2, HBS, HbF, HbAO
og HbAlc var meget godt adskilt.
Denne gruppen viste at CE med
fordel kan brukes til: a) pavisning

& d

av postsyntetisk modifisert Hb
tilstede i sma mengder i normalt
blod; b) dannelse av Hb oksyd-

L

amda

L

asjonsprodukter ved inadekvat
prévebehandling og lagring; c)
differensialdiagnose av S/B- tha-
lassemi, G-Philadelphia trait, S/
C Harlem sykdom og Hb-H syk-
dom; d) sensitiv deteksjon av

e T
Conclusion: X = IgG, Kappa

uvanlige varianter, eks. HbA2’
som indikator pa mutasjon av
alfa-globin genet; og e) kanskje
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frem for alt at cIEF er meget velegnet til neonatal
screening ved & bruke blod spots pa filtrerpapir.
Konklusjonen er at cIEF bestemmelse av Hb vari-
anter er en metodikk som mange kliniske labora-
torier vil kunne dra nytte av i tiden fremover.
4.3.1 HbA1¢ malinger har vart nyttet i mer enn
20 ar til kontroll av diabetes pasienter. En rekke
ulike rutinemetoder nyttes, men til na er det ingen
av disse som oppfyller de internasjonale krav som
stilles til en referanse metode. Nylig publiserte
Kobold og medarbeidere (20) en analyseteknikk,
som kommer til a bli IFCC’s referansemetode for
HbA Ic. Kort skissert starter man med erythrocyt-
ter som hemolyseres, og endoproteinase Glu-C til-
settes for a spalte betakjeden slik at man far beta-
N-terminale hexapeptider av HbAlc og HbAO.
Disse peptidene separeres og males kvantitativt pa
to mater: a) med HPLC-massespektrometri eller
b) med HPLC-CE. Begge er kandidater til refe-
ransemetode, og evalueres for tiden av IFCC Wor-
king Group on HbA ¢ Standardization (se ref.20).

4.4 Lipoprotein analyse

Lipoprotein analyser og triglycerid bestemmelse
utfgres som kjent i et betydelig antall i alle klinisk
kjemiske laboratorier i forbindelse med evaluering
av risikofaktorer for hjerte/kar sykdom. Metoder
til méling av totalkolesterol, HDL, LDL samt apo-
proteiner utfgres med tildeles hgyt automatisert
utstyr. I de senere drene er man imidlertid blitt klar
over at de tradisjonelle lipoprotein klassene bestar
av flere undergrupper (for eksempel HDL2 og
HDL3, tette LDL partikler, etc.) som kan ha be-
tydning for utvikling og forstiaelse av kardio-
vaskular sykdom. Flere forskningsgrupper utvik-
ler nda CE-metodikk til lipoproteinanalyser, og re-
sultatene ser lovende ut. Den prinsipielt enkleste
metoden er beskrevet av Schmitz og medarbeide-
re (21). Lipoproteinene merkes fgrst med et fluo-
rescerende fargestoff (NBD-ceramide) fgr sepa-
rasjon med cITP, som gir 9 hovedfraksjoner. HDL
separeres i 3 hovedgrupper: En hurtig migrerende
HDL som inneholder hovedsakelig apo A-1 og
fosfatidylcholin; En noe mer langsom fraksjon som
bestar av partikler rike pa kolesterol, apo A-II, apo
E og apo C; og den siste HDL fraksjonen bestar av
apo A-I, apo A-IV og LCAT. CE/cITP separerer
chylomikron, VLDL, IDL og LDL i flere fraksjo-
ner. Schmitz og hans gruppe ved klinisk kjemisk
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avdeling, Regensburg universitet, konkluderer med
at analytisk cITP er et verdifullt verktgy til rask
(separasjonstid 6 min), palitelig, og automatisert
bestemmelse av lipoprotein-profiler i det kliniske
laboratorium.

Macfarlane og medarbeidere (22) har under ut-
vikling et meget avansert system for lipoprotein
analyse hvor CE spiller en sentral rolle. Program-
met nytter bade ultrasentrifugering, SDS-CE ana-
lyse og CE-elektrospray massespektrometri og gir
detaljert informasjon bade om intakte lipoprotei-
ner og apoproteiner. Deler av dette kompliserte
systemet nyttes na ved Scott & White Memorial
Hospital i Texas til utredning av risikopasienter
for hjerte/kar sykdom.

4.5 DNA analyser

Et felt hvor CE spiller en stadig stgrre rolle, er til
DNA analyser. Man nytter CE istedenfor den tra-
disjonelle polyacrylamid gel elektroforesen. Ek-
sempelvis er CE noe brukt i det humane genom-
prosjektet til effektiv sekvensering. CE nyttes ogsa
til separasjon av PCR produkter og kan brukes i
mutasjonsanalyser (23). En anvendelse som kan
vare av interesse for klinisk kjemi, er apo E typ-
ing ved hjelp av CE analyse av restriksjonsfrag-
menter.

4.6 Homocystin

ket serumniva av aminosyren homocystin er i de
senere arene funnet a vere en risikofaktor for trom-
boseutvikling. Den mest brukte metode til & male
homocystin har vert HPLC, etter frigjgring av pro-
teinbundet homocystin og derivatisering. Det er
nylig beskrevet en metode (24) som nytter CE is-
teden for HPLC. Imidlertid er det na utviklet im-
munkjemiske metoder, som trolig vil erstatte kro-
matografi og elektroforese.

4.7 Uorganiske ioner
Bestemmelse av totalt og ionisert Ca og Mg ved
bruk av CE (25,26) har vist seg a gi gode resulta-
ter. Resultatene er samsvarende med resultatene
man finner ved bruk av ionespesifikke elektroder
for ionisert kalsium, og atom absorpsjon for total-
kalsium. Seprasjon av mange uorganiske kationer,
NH4+, Na+, Li+, Ca++ og Mg++ har ogsa blitt
vist ved bruk av indirekte UV-deteksjon (27).
Imidlertid er det lite sannsynlig at CE til maling
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av elektrolytter vil fa serlig praktisk nytte i kli-
nisk kjemi.

4.7.1 NO/NO3

Nitrogenoksid har blitt identifisert som en mediator
for mange cellefunksjoner som signaloverfgring
og fagocytose. Nitrogenoksid blir raskt oksidert
til nitritt og nitrat i blodet. Serumnivaet av nitrat
pker etter sepsis, og urinnivaet gker ved nefrotisk
syndrom hos barn. Urinnivaet av nitrat synker et-
ter preeclampsi. Nitrat/kreatinin ratioen i urin blir
signifikant gkt (ca. 3X) hos pasienter med
rheumatoid arteritt og ca 10X hos pasienter med
infektigs gastroenteritt. Urinnivaet av nitrat og ogsa
nitritt har blitt bestemt ved bruk av CE (28). Videre
har plasma NO2 og NO3 blitt bestemt med CE
(29), samt serum NO2/NO?3 (30) . I disse arbeidene

konkluderes det med at CE er raskere og billigere
for nitratanalyser sammenliknet med enzymatiske
metoder.

4.8 Organiske syrer
CE har vist seg & vare en meget godt egnet tek-
nikk for a bestemme forskjellige organiske syrer i
biologiske prgver. Tradisjonelt har GC-MS blitt
brukt for denne typen analyser, og de fleste rutine-
analyser av organiske syrer skjer i dag ved bruk
av GC-MS. Selv om denne teknikken fungerer
godt, kreves bade en tidkrevende prgveopparbei-
delse (ekstraksjon og derivatisering), i tillegg til
at analysetiden er lang (ca.90 min). Vi har vist at
CE med diode array (UV)-deteksjon er et poten-
sielt raskere og enklere alternativ til GC-MS ved
analyse av organiske syrer i urin (31,32,33).

I fig.6 er det vist at orotsyre, som er relativt
vanskelig @ male med GC-MS, lett kan bestem-
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som ikke absorberer lys.

Andre eksempler kan nevnes som
bestemmelse av citrat og oxalat i
urin,- sistnevnte er viktig ved dan-
nelse av nyresten. Disse syrene er tid-
ligere bestemt ved bruk av flere an-
dre teknikker, men metodikken har
veart preget av problemer med inter-
ferenser og har ogsa krevet flere
kompliserte prgveopparbeidings-
trinn. CE metoder er utviklet for ci-
A trat og oxalat, bade ved bruk av in-
direkte UV-deteksjon (34,35) og ved
direkte UV deteksjon (36).
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Bestemmelse av fumarat, acetat, pyruvat, lak-
tat, ascorbat, og glutamin i cerebrospinalvaeske
(CSF) pa under 10 min. er ogsa rapportert ved bruk
av CE (37).

Ved bruk av CE med indirekte UV-deteksjon
kan pyruvat, citrat, malat, laktat og acetoacetat ogsa
enkelt bestemmes i serum (38).

4.9.1 Metyl malon syre ( MMA)

Metyl malonsyre er et sensitivt mal for vitamin
B12 og folsyre - mangel, og forandringer i serum-
nivaet av MMA inntrer fgr forandringen i serum-
vitaminnivaet. MMA nivéet er dramatisk gkt hos
pasienter med den sjeldne sykdommen metylma-
lonsyreemi. MMA er en liten organisk syre med
darlige lysabsorberende egenskaper. For bestem-
melse av denne syren i serum hvor konsentrasjo-
nen er lav ma derfor en derivatiseringsreaksjon
utfgres fgrst.

Pa Haukeland Sykehus utfgres na MMA analy-
ser rutinemessing ved bruk av CE (39), og Marsh
og Nutall har vist at CE er egnet for bestemmelse
av MMA 1 urin (40).

4.10 karbohydrater

De fleste karbohydrater er ikke ladet ved pH un-
der ca 12, og selv ved slike ekstreme pH verdier er
det en del karbohydrater som ikke ioniseres. I
tillegg mangler de fleste sukkertyper kromoforer
egnet for direkte UV-deteksjon. Man skulle utfra
dette tro at karbohydrater ikke er spesielt egnet for
CE analyser. Det er allikevel vist av mange forsk-
jellige forskningsgrupper at bestemmelse av kar-
bohydrater meget vellykket kan utfgres ved bruk
av CE (41).

Glucose star for den hgyeste konsentrasjonen
av enkle karbohydrater i serum, men andre sukke-
re og deres korresponderende alkoholer og syrer
er tilstede i lavere konsentrasjoner. Mange av kar-
bohydratene kan bestemmes i serum med CE- in-
direkte UV (42,43). For direkte UV-deteksjon kan
karbohydratene derivatiseres med et UV absor-
berende reagens (se ref. 41). For a bedre selektivi-
teten benyttes ogsa ofte borat i separasjonselek-
trolytten. Borat anionet danner stabile 1:1 komp-
lekser med cis-diolgrupper pa sukkermolekylene.
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4.11 Steroider, gstrogener

Antall publikasjoner som beskriver CE analyser
av hormoner har gkt mye de siste arene. Da dette
generelt er forbindelser med hydrofobe egenska-
per, er det stort sett MEKC metoder som er ut-
viklet.

Mange steroider, som kortison og @gstrogener
kan bestemmes ved bruk av MEKC ( SDS-micel-
ler) (44). Videre er separasjon av fritt og bundet
serum kortisol beskrevet (45,46). Andre eksemp-
ler er MEKC-separasjon av mange steroider, blant
disse kortisol, kortikosteron, kortison, progeste-
ron og testosteron pa under 10 min.(47), samt be-
stemmelse av gstron, gstradiol og gstriol i urin (48).

4.12 Aminosyrer

Analyser av aminosyrer kan var relativt kompli-
sert, da aminosyrer har store strukturelle likheter i
tillegg til at det som regel foreligger bade basiske,
sure og ngytrale aminosyrer i blanding. De fleste
biologiske prgver inneholder i tillegg andre for-
bindelser med amino-grupper samt sma peptider
som kan interferere med separasjonen.

CE vil trolig ikke med det fgrste kunne konkur-
rere med kommersielle aminosyreanalysatorer som
i dag benyttes i det kliniske laboratoriet for rutine-
analyser, med det er vist en rekke eksempler pa at
CE i spesialtilfeller kan veere et godt alternativ (49).
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Symposierapport

Hur ska vi utreda vitamin B12-brist?”

GORAN LINDSTEDT,! PIA BURMAN,” ANDERS LINDGREN,* LENNART PERSSON,*
KARSTEN RASMUSSEN,’ JORN SCHNEEDE,® BIRGITTA SWOLIN'

Institutionen for laboratoriemedicin (Avdelningen for klinisk kemi och transfusionsmedicin) och “Institutionen
for klinisk neurovetenskap (Neurologiska kliniken), Goteborgs Universitet, Sahlgrenska Universitetssjukhuset, S-
413 45 Goteborg; *Pharmacia & Upjohn, S-112 87 Stockholm; *Medicinska kliniken, Lasarettet, S-501 82 Boris;
SKlinisk biokemisk afdeling, Arhus Universitetshospital, Skejby Sygehus, DK-8200 Arhus N; Universitetet i
Bergen, Institutt for farmakologi og toksikologi, Armauer Hansens Hus, Haukeland Sykehus, N-5021 Bergen.

Vid Medicinska Riksstamman 1997 diskutera-
des utredningsgangen for vitamin B12 (koba-
lamin)-brist mellan foretriadare for endokrino-
logi, klinisk kemi, medicinsk gastroenterologi
och neurologi. Bl a betonades vikten av att de-
finiera de medicinska malen for utredningen.

Vid Svenska Likaresillskapets Riksstaimma 1997
avholls ett symposium i Victoriahallen kring dia-
gnostiken av vitamin B12-brist, arrangerat av
Svensk Forening for Klinisk Kemi (SFKK, mode-
rator Goran Lindstedt). Symposiet hade 3 avdel-
ningar: Nér bor vitamin B12-brist misstdankas?
(Birgitta Swolin: Himatologiska aspekter; Lennart
Persson: Neurologiska aspekter), Metabola konse-
kvenser av vitamin B12-brist. Diagnostiska moj-
ligheter (Jorn Schneede: Vitamin B 12-bristens och
folatbristens patofysiologi; Karsten Rasmussen:
Metylmalonat och homocystein i plasma) samt
Etiologiska overviganden och diagnostiska kon-
sekvenser (Anders Lindgren: Uppkomstmekanis-
mer for vitamin B12-brist: diagnostiska konse-
kvenser; Pia Burman: Autoimmun atrofisk gastrit
och relaterade endokrina sjukdomar).

Har foljer en kort sammanfattning av sympo-
siets rekommendationer och deras bakgrund.

Atrofisk gastrit och coeliaki dr viktiga orsaker
till vitamin B12 (kobalamin)-brist hos tidigare
friska personer med normal diet

Risk for utveckling av kobalaminbrist foreligger
hos patienter med lag tillforsel av vitamin B12 till
kroppens celler och/eller 6kad forbrukning i cel-
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lerna. Exempel for vuxna dr nedsatt fodotillforsel
(vegandiet), nedsatt absorption (kronisk atrofisk
gastrit, langvarig behandling med syrareduceran-
de medel, tarmviggsskada, ex. coeliaki som dven
forekommer vid dermatitis herpetiformis, Mb
Crohn-ileit samt operativa ingrepp i mag-tarmka-
nalen som gastrektomi och tarmresektion), dkad
forbrukning i tarmen (mask, bakteriell overvixt)
samt okad inaktivering i cellerna (lustgasanestesi
som inaktiverar metioninsyntas, savil coenzym
som enzym, och genererar kobalaminanaloger).
Okat kobalaminbehov foreligger vid graviditet och
amning.

Kronisk atrofisk gastrit @r den viktigaste orsa-
ken till kobalaminbrist hos tidigare friska perso-
ner med normal diet. En annan viktig orsak dr co-
eliaki. Darfor kan det vid utredningen av den van-
ligaste patientgruppen ddr kobalaminbrist miss-
tinks, dvs. medelalders och dldre, vara praktiskt
att direkt soka efter hallpunkter for dessa tillstand.

Vilka patientgrupper har en ékad risk for att
utveckla autoimmun atrofisk gastrit och vita-
min B12 (kobalamin)-brist?

Autoimmun atrofisk gastrit och pernicios anemi
ar betydligt vanligare hos patienter som har en
autoimmun sjukdom i ett endokrint organ. Fram-
for allt foreligger en koppling till autoimmun sjuk-
dom i skoldkorteln och till autoimmun diabetes,
men &ven till autoimmun sjukdom i binjurar och
biskoldkortlar samt till vitiligo och alopeci. Vid
dessa sjukdomstillstand tycks den autoimmuna
gastriten uppkomma tidigare och/eller progredie-
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ra snabbare dn i den ovriga befolkningen. vilket
leder till att 4ven unga och medelalders individer
kan drabbas av pernicits anemi.

Parietalcellsantikroppar (dvs. antikroppar rik-
tade mot H*/K*-ATPas) dr markorer for en paga-
ende autoimmun process i magslemhinnan och
finns hos ungefir 5% av normalpopulationen. Hos
patienter med den i Sverige vanligaste orsaken till
hypothyreos, den autoimmuna thyreoiditen, har
cirka en tredjedel antikroppar mot parietalceller,
och 4-10% utvecklar perniciés anemi. Hos pa-
tienter med Graves’ thyreotoxikos har ungefir en
femtedel parietalcellsantikroppar och 2% pernici-
0s anemi. Att doma av forekomsten av parietal-
cellsantikroppar i blodet dr den atrofiska gastriten
c:a4 ganger vanligare hos patienter med typ-1 dia-
betes.

Hos dessa sjukdomsgrupper bor man alltsa vara
sérskilt uppmirksam pa symptom forenliga med
kobalaminbrist.

Av klinisk vikt dr att jarnbrist dr ett icke ovan-
ligt foljdtillstdnd till den autoimmuna atrofiska
gastriten. Jarnbrist kan forekomma parallellt med
kobalaminbrist, vilket kan grumla den hematolo-
giska bilden.

Metylmalonat och homocystein

For att faststilla kobalaminbrist dr det nu mojligt
att mita metaboliter i tva kobalaminberoende en-
zymreaktioner.

Kobalaminer deltar i coenzymform i enzyma-
tiska reaktioner vilka omvandlar metylmalonyl-
coenzym A till succinyl-coenzym A resp. homo-
cystein till metionin. I den f6rra reaktionen &r co-
enzymet adenosylkobalamin, i den senare me-
tylkobalamin. Kobalaminbrist leder dirfor till 6kad
halt av metylmalonat och homocystein i vidvnader
och extracelluldrvitska. For syntesen av metionin
fran homocystein krivs dven folsyraderivat. Detta
innebdr att savil kobalaminbrist som folatbrist ger
upphov till forhojd halt av homocystein.

Mitning av metylmalonat ger alltsa mojlighet
att faststélla intracelluldr kobalaminbrist (ibland
bendmnt “funktionell kobalaminbrist””), medan
homocysteinmitningen kan pavisa brist pa koba-
laminer och/eller folater.

Forhojda metabolitkoncentrationer kan forelig-
ga dven vid ovanliga drftliga rubbningar, liksom
vid patagligt nedsatt njurfunktion. Normalisering
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av koncentrationerna vid terapi med vitamin B12
resp. folsyra talar for brist.

Hos patienter med marginellt laga kobalamin-
depéer och normala koncentrationer av metylma-
lonat, men som har folatbrist med homocystein-
okning, kan folattillforsel leda till 6kade koncentra-
tioner av metylmalonat talande for att kobalamin-
brist de facto foreligger. Detta talar ocksa for vir-
det av metabolitméatningar for att virdera behand-
lingseffekt, dvs. som led av den diagnostiska pro-
cessen bor inte bara klinisk utan ocksa biokemisk
uppfoljning utforas (se mera nedan).

Kobalaminmiitningen har bristfilliga diagnos-
tiska egenskaper!
En av ldrdomarna fran de kade erfarenheterna av
mitning av de vitamin B12-beroende metaboliter-
na metylmalonat och homocystein dr att
kobalaminbestdmningens diagnostiska egenskaper
ar otillrackliga, dvs den har for lag diagnostisk
sensitivitet och specificitet. Detta géller dven nir
mitningarna gors med bdsta mojliga metodik. Av
patienter med kobalaminkoncentration ldgre dn
referensintervallets undre grins foreligger i en del
fall inga hallpunkter for kobalaminbrist. Andelens
storlek varierar med studerad population. Man har
dven kunnat konstatera, att personer med kobala-
minbrist faststdlld genom metabolitmitning i ett
inte obetydligt antal fall har kobalaminkoncent-
rationer i serum inom referensintervallet.
Merparten av kobalaminerna i blod binds till
plasmaproteinet haptokorrin vars koncentration
inte alltid dr relaterad till kobalamindepéerna.
Leversjukdom, leukocytos och myeloproliferati-
va sjukdomar ér exempel pa tillstand med hapto-
korrinokning som leder till forhojda serumkoncen-
trationer av kobalaminer utan motsvarande dnd-
ring av kobalamindepaernas storlek. Endast den
mindre kobalaminfraktion som &r bunden till plas-
maproteinet transkobalamin (tidigare bendmnt
transkobalamin II) tas upp av de perifera cellerna
genom specifika receptorer. Transkobalamin dr
emellertid ett akutfas-protein, dvs. koncentratio-
nen Okar i samband med akut inflammatorisk re-
aktion. Detta &r alltsd ytterligare en situation dér
den cirkulerande kobalaminkoncentrationen inte
aterspeglar depaerna. Kobalaminmétning ger sa-
ledes inte alltid den goda uppfattning om depa-
ernas storlek som tidigare antagits, och framfor allt
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géller detta patienter med akut inflammatorisk
sjukdom, leversjukdom (alkoholhepatit!), kronisk
myeloisk leukemi och tumérsjukdom.

Med hinsyn till dessa forhallanden hojs allt fler
roster for att man vid misstdnkt kobalaminbrist
initialt bor utféra métning av de kobalaminbero-
ende metaboliterna och/eller faststilla om patien-
ten tillhor en riskgrupp for utveckling av kobala-
minbrist. Om utredningen av kobalaminbrist in-
leds med miétning av kobalaminer i serum bor som
regel fortsatta undersokningar goras for rimligt
siker diagnos, framfor allt av fall med
kobalaminkoncentration mellan ca.100 och 250
pmol/L och som i ovrigt ar till synes friska. Hos
patienter med klar inflammatorisk reaktion kan
man t.o.m. ifragasitta om kobalaminmitning 6ver-
huvud taget bor utforas med tanke pa risken for
missledande diagnostisk information.

Nir bor vitamin B12 (kobalamin)-brist miss-
tiankas?

Fragestillningen uppkommer i forsta hand hos
patienter med ett eller flera av f6ljande symptom
och/eller tecken:

Hdmatologiska
» Kvantitativa cellavvikelser: makrocytir anemi,
granulocytopeni, trombocytopeni
» Kvalitativa cellavvikelser: avvikande erytro-
cytformer, hypersegmenterade granulocyter

Vid benmirgsundersokning ses fordndringar
inom erytropoes, myelopoes och/eller trombopoes,
ev. dven betriffande jarninnehallet.

Neurologiska
* Bakstringsmyelopati med nedsatt sensibilitet for
proprioception/vibrationssensibilitet i nedre extre-
miteterna, ofta upp till balniva
» Tilltagande parapares med nedsatt finmotorik,
rorelsehastighet, spastisk tonusokning och muskel-
reflexstegring i benen samt positivt Babinskis
tecken
* Encefalopati med framtriddande drag av inprig-
lings- och retentionsstorningar med fr.a. nér-
minnesproblem, ibland ocksé med konfusion/des-
orientering.
Det dr sillsynt att savil makrocytir anemi som
nervsystemsymtom upptrader samtidigt.
Kobalaminbrist bor emellertid ocksd misstéin-

56

kas hos en patient som tillhor en riskgrupp for ut-
veckling av sadan brist, och som soker for sadana
symtom eller tecken som inte sékert kan forklaras
bero pa nagot annat sjukdomstillstand.

Att konstatera vitamin B12-brist” ricker inte
- varfor har patienten vitamin B12-brist?
Bakom utvecklingen av kobalaminbrist ligger till-
stand vilka som regel dven kriver annan behand-
ling @n kobalaminsubstitution. Grundregeln dr att
en etiologisk utredning alltid bor utforas. Det ar
alltsa viktigt att fastligga de medicinska malen for
utredningen av kobalaminbrist.

Vilka édr de medicinska malen for utredning av
vitamin B12 (kobalamin)-brist?

Utredningen syftar i forsta hand till att faststélla
om substitutionsbehandling med vitamin B12 ir
indicerad, och hur den i sa fall bor ges. Andra
medicinska mal dr:

e Att faststdlla om kobalaminbrist kan forklara
patientens symptom, kliniska fynd och/eller labo-
ratoriefynd.

* Att klarldgga etiologien vid fall av kobalamin-
brist, och ddrmed klargéra behovet av ytterligare
diagnostiska insatser.

* Att faststdlla om patienten tillhor en riskgrupp
for utveckling av kobalaminbrist.

* Attklarldgga det ev. behovet av ytterligare medi-
cinska atgérder.

Synpunkter pa utredningsgang vid misstinkt
brist pa vitamin B12 (kobalaminer), dels med
hiansyn till dagens laboratorieresurser och
sjukvardsekonomi, dels i en framtid med for-
béttring i dessa avseenden

Mot bakgrunden av de medicinska malen for ut-
redning av kobalaminbrist gav panelen foljande
synpunkter pa diagnostiken:

Faststdlla om kobalaminbrist kan forklara patien-
tens symptom, kliniska fynd och/eller laboratorie-
fynd.

* Basal hematologisk utredning gors alltid initialt,
dven om normala resultat inte utesluter kobalamin-
brist. Ddremot rader ingen enighet hur den fortsatta
utredningen bor goras.

* Av tradition mites koncentrationen av kobala-
miner i serum. Analysen har otillfredsstédllande

Klinisk Kemi i Norden 2, 1998



sensitivitet och specificitet for att identifiera koba-
laminbrist, varfor ytterligare laboratorieundersok-
ningar behovs.

» [ vissa situationer, ex. nér det giller dldre patien-
ter, kan faststédllande av att patienten tillhor en risk-
grupp for utveckling av kobalaminbrist vara
tillrdcklig - tillsammans med klinisk och hema-
tologisk information - for att gora det sannolikt
att patienten har kobalaminbrist.

* "Funktionell kobalaminbrist” foreligger nir kon-
centrationen av metylmalonat i serum(plasma) dr
forhojd, ev. dven av homocystein i plasma, samt
normaliseras efter tillforsel av vitamin B12.

* Vid behandling med vitamin B12 maste uppfolj-
ning ske. Vid successiv forbittring av neurologi-
ska symptom &r detta en sannolik bekriftelse av
hypotesen B12-brist. Vid utebliven effekt eller for-
sdmring maste fortsatt utredning ske for att klar-
gora om annan orsak till symptomen finnes. R6-
rande biokemisk uppféljning, se ovan.

» Foreligger klinisk misstanke om kobalaminbrist
i nervsystemet bor sannolikt metylmalonat mitas
i prov fran cerebrospinalvitska, dven om det for
ndrvarande inte finns tillrickliga undersokningar
om detta. Savil koncentrationerna av kobalami-
ner som av metylmalonat och/eller homocystein i
serum/plasma korrelerar namligen daligt med
symptom/tecken pa kobalaminbrist i nervsystemet.

Klarlidgga etiologien vid fall av kobalaminbrist,
och ddrmed klargora behovet av ytterligare diag-
nostiska insatser.
Aktuella laboratorieundersokningar dr som foljer.
» Kronisk atrofisk gastrit leder till sdnkt koncen-
tration av pepsinogen A (pepsinogen-1) i serum,
samt sdnkning av kvoten pepsinogen A/pepsinogen
C (pepsinogen-1/pepsinogen-2) i serum, oftast
dven till hojd koncentration av gastrin i serum
(plasma). Pepsinogen A kombinerat med gastrin
eller pepsinogen C ir saledes forstahandsanalyser.

Koncentrationen av antikroppar mot K*/H*-
ATPas ér ofta hog vid svar atrofisk gastrit. Block-
erande antikroppar mot intrinsic factor ses hos en
del av patienterna med pernicids anemi.

Schillingtestet har visserligen hog diagnostisk
specificitet for svar atrofisk gastrit, men sensitivi-
teten dr oacceptabelt lag.

Hos patienter med okad gastrinstimulering av
ventrikelslemhinnan kan koncentrationen av kro-
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mogranin A i plasma vara férhojd.

Vid oklarhet rérande tolkningen av de bioke-
miska fynden kan gastroduodenoskopi vara
motiverad for att klarldgga bl. a. om det foreligger
patologisk gastroduodenal slemhinna (se dven ned-
an, ytterligare medicinska atgirder).

* Vid coeliaki foreligger ofta antikroppar i serum
riktade mot endomysium, samt antikroppar mot
gliadin.

Faststdlla om patienten tillhor en riskgrupp for
utveckling av kobalaminbrist.

o | forsta hand ror det sig om kronisk atrofisk gast-
rit och coeliaki, vilka - som ndmnts ovan - &r de
vanligaste orsakerna till kobalaminbrist hos tidi-
gare friska patienter med normal diet. Likaren bor
vara medveten om den Okade risken for autoim-
mun atrofisk gastrit hos patienter med autoimmun
endokrin sjukdom.

e [ andra hand bor hinsyn tagas till ovriga ndamnda
tillstand med risk for kobalaminbrist.

Klarligga det ev. behovet av ytterligare medicin-
ska atgdrder

Vid kronisk atrofisk gastrit kan det finnas anled-
ning att

* klarldgga om jédrnbrist foreligger

* undersoka ev. forekomst av tumérer i ventrikel-
slemhinnan (cancer, ECL-cellstumérer, lymfom)
* behandla mot Helicobacter pylori, pavisad ge-
nom métning av specifika antikroppar i serum, alt.
vid gastroskopi. Detta dr emellertid for narvarande
en kontroversiell fraga, dels darfor att det inte ra-
der fullstindig enighet rorande ett orsakssamband
mellan H. pylori-infektion och utveckling av atro-
fisk gastrit och kobalaminbrist, dels hur behand-
lingen i sa fall bor ske.

Huruvida alla delmal bor uppnas beror pa en
rad faktorer, i forsta hand patientens situation
(anamnes och status, familjeanamnes, ev. abnorma
laboratoriefynd, “screening”-undersokning eller
utredning av allvarligt sjukdomstillstand etc), i
andra hand tillgidngliga utredningsresurser, behov
av snabb utredning etc.

Tédnk pa att snabb och effektiv utredning och
behandling dr viktiga hos patienter med neuro-
logiska eller neuropsykiatriska symptom med héin-
syn till att nervskadorna kan vara en del av ett
subakut tillstand och bli irreversibla efter relativt
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kort tid! Kobalaminsubstitution vid skador i nerv-
systemet skall ges i injektionsform.

Det ir fortfarande en kontroversiell fraga om
man vid fynd av kronisk atrofisk gastrit bor un-
dersoka huruvida patienten har riskfaktorer for
kardiovaskulir sjukdom och hjértinfarkt. Det vi-
sades ndamligen i mitten av 1980-talet i Kvinno-
studien i Goteborg, att gastrinokning hos postme-
nopausala kvinnor, som ett uttryck for atrofisk
gastrit, var forenad med en bortat 10-faldig risk
for hjartinfarkt (12 ars uppfoljningstid). Opubli-
cerade studier av 1913 ars mén visar att gastrino-
kning dr en riskfaktor dven hos 67-ariga mén.
Mekanismerna for dessa samband dr okédnda.

Forhojd halt av homocystein i plasma &r en obe-
roende riskfaktor for hjirt-kérlsjukdom. Métning
av homocystein i plasma &r dédrfor av intresse inte
bara som diagnosticum for vitamin B12 och/eller
folatbrist utan ocksa som sadan riskfaktor.

Var utfors métningar av komponenter relate-
rade till vitamin B12 (kobalamin)-brist?

Vid forfragningar vid landets laboratorier fore sym-
posiet framkom att metylmalonat i serum analy-
seras vid 10 svenska sjukhuslaboratorier och
homocystein i plasma vid 11. Alla dessa laborato-
rier deltar i den kvalitetssikring som organiseras
fran Skejby sjukhus i Arhus under ledning av sjuk-
huskemisten Jan Mgller och av Karsten Rasmus-
sen. Gastrin i serum eller plasma analyseras vid 8
svenska sjukhuslaboratorier och 1 kommersiellt
laboratorium, medan pepsinogen A (pepsinogen-
1) endast analyseras vid 3 laboratorier och pepsino-
gen C (pepsinogen-2) vid ett enda laboratorium.
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En forteckning av laboratorierna och bl. a. de-
ras analysintervall delades ut vid ingangen till Vic-
toriahallen. Den kommer att publiceras i SFKK:s
medlemsblad Klinisk Kemi och kan erhallas fran
forfattarna.

Ovrigt informationsmaterial

Karsten Rasmussen delade ut den diagnostiska al-
goritm som borjar anvindas alltmer i Danmark,
och som bygger pa mitningar av metylmalonat och
homocystein. Lennart Persson gav ut en dversikt
over de neurologiska tecknen och symptomen. Vid
symposiet utdelades ocksa en uppsittning fragor
kring @mnet, vilka kommer att belysas i en separat
artikel. Bildmaterialet som visades av Jorn Schnee-
de kommer att kunna erhallas fran Dumex-Alp-
harma.

Sammanfattning

Vitamin B12 (kobalamin)-brist dr vanlig. Métning
av kobalaminer i serum har visats erbjuda otill-
fredsstillande diagnostisk sensitivitet och specifi-
citet, varfor métning av kobalaminberoende me-
taboliter i blodprov bor goras for sdker diagnos.
Hos éldre patienter kan det emellertid vara moti-
verat att i forsta hand inrikta utredningen mot pa-
visande av atrofisk gastrit eller coeliaki, de vanli-
gaste orsakerna till kobalaminbrist hos tidigare fris-
ka patienter med normal diet. Etiologien till koba-
laminbrist bor alltid klarldggas, vilket ocksa i
manga fall kan ske med hjdlp av blodprovsmiit-
ningar.
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Statistiske vurderinger ved
endring av analysemetode /

LARS M@RKRID

Klinisk-kjemisk avdeling, Rikshopitalet N-0027 Oslo

1. Innledning

Innen klinisk kjemi kommer det stadig nye og for-
bedrede metoder, og vi velger ofte & skifte analy-
semetode for en bestemt analytt. Eksempler pa
dette er en rekke immunkjemiske analyser (f.eks.
for hormoner og plasmaproteiner) som i gkende
grad legges over pa helautomatiske instrumenter.
Her tilbys det for tiden mange ulike systemer og
analyseprinsipper. Det kan vere ngdvendig a vur-
dere disse opp mot hverandre, bade med hensyn
til analysekvalitet, pris og andre kriterier. Nar vi
fgrst har valgt et bestemt system, kommer det rett
som det er stgrre eller mindre metodemodifikasjo-
ner (endret inkubasjonsprosedyre, nytt antistoff)
som gir endret ngyaktighet og presisjon. I tillegg
ser vi at kontrollnivaene plutselig gjor sprang ved
skifte til kit med nytt lotnr. I denne oversikten skal
vi se litt pa de statistiske metodene vi bruker nar
vi skal vurdere analyseresultater fra ulike metoder
eller serier opp mot hverandre. Prgvesvaret er en
kontinuerlig variabel og standardkurvene er ofte
ulinezre funksjoner. Vi skal se pa situasjonen med
to ulike datasett og velger notasjonen X = gam-
mel og Y = ny metode. For hver av metodene er
det viktig a kartlegge en rekke forhold.

2. Karakterising av viktige metodeegenskaper
2.1. Standardkurvens form bestemmes i en serie
buffer-baserte Igsninger, tilsatt kjente mengder
analytt samt (bovint) serum albumin for etterligne
pasientprgvenes plasma/serumproteiner. Hvert
punkt analyseres gjerne som duplikat eller
triplikat. Standardkurven for immunkjemiske ana-
lyser er sjelden en rett linje. Standardkurver som
ikke er rettlinjede, kan skape problemer i statisti-
ske prosedyrer. Ofte forspker man & linearisere
standardkurven for a enkelt kunne beregne ana-
lyttkonsentrasjonen ut fra instrumentresponsen.
Men etter slik linearisering vil ofte spredningen

Klinisk Kemi i Norden 2, 1998

Medisinsk
publisering 4%

pa grunn av tilfeldige feil variere med analytt-
konsentrasjonen, og ofte gke mot det ene eller
begge endepunktene. Systematisk avvik i stan-
dardkurvens parametre vil kunne fgre til ngy-
aktighetsavvik i analyseresultatet som blir en
ulinear funksjon av nivaet. Dette kan vere én av
forklaringene pa at funksjonssammenhengen
mellom maleresultatene fra metoder som har ulik
form pd standardkurven, ikke blir en rettlinjet
funksjon.

2.2. Nedre deteksjonsgrense bestemmes ut fra
instrumentresponsen R, pd n maélinger (R; i =
1,2...n) av et analyttfritt, bufferbasert medium
(standard 0). Aritmetisk gjennomsnitt R, og
standardavvik SD av disse malingene beregnes.
Nedre deteksjonsgrense defineres ofte som den
konsentrasjon som ut fra standardkurven ligger ved
R + 2-SD ved stigende standardkurve og - 2-SD
ved fallende standardkurve. Se Figur 1 venstre del.
Siden nedre deteksjonsgrense ikke er bestemt i
serum, er den lite egnet som mal pa den minste
analyttkonsentrasjon man med sikkerhet kan
pavise hos en bestemt pasient.

2.3. Analytisk sensitivitet er den minste endring i
konsentrasjon som gir en signifikant detekterbar
endring i avlesning (respons). Denne kan defineres
for hvilkent som helst type medium (buffer, se-
rum, etc.). Analytisk sensitivitet vil veere avhengig
av analyttkonsentrasjonen.

2.4. Presisjonsprofil bestemmes med serumbaserte
prover (helst pasientprgver) som dekker et stort
konsentrasjonsomrade. Hver prgve analyseres en
rekke ganger og variasjonskoeffisienten (VK =
100%-SD/X) beregnes. Man fremstiller VK som
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funksjon av konsentrasjonen. Funksjonell sensiti-
vitet er den laveste konsentrasjon der VK = 20%,
se Figur 1.

at fortynningskurven ikke blir linezr. Avvik fra li-
nearitet kan ogsa ses som resultat av kurveforskyv-
ning ved ikke-rettlinjede standardkurver.

instrumentrespons VK(%)

30 q 35
stigende standardkurve

=

fallende standardkurve

3. Grafisk sammenligning av to
analysemetoder

Ideelt sett bgr dette gjgres samtidig
med de to metodene og med ferske
pasientprgver. I praksis velger man ut
prover som har vart analysert med
gammel metode og forsgker a fa disse
jevnt fordelt over et sa stort konsent-

rasjonsomrade som mulig. Har
provene veart frosset lagret en tid og

P ikt
0p: 0 N\ 19 20 30 sensitivitet 7

Figur 1. Venstre del: Definisjon av av nedre
deteksjonsgrense ved henholdsvis stigende og fallende
standardkurve (piler). Hpyre del: Presisjonsprofil med
definisjon av funksjonell sensitivitet.

2.5. Mdaleomradet (working range) bgr sa kartleg-
ges. For noen analyser settes denne lik omradet
fra laveste til hgyeste standard. I andre tilfeller vil
man bruke omradet fra funksjonell sensitivitet og
opp til et punkt der responsen avviker klinisk sig-
nifikant fra den matematiske tilnermingsmodell
som er tilpasset for standardkurven, f. eks. rett linje,
flerparameter polynom, firparameter logistisk
funksjon, logit-log eller mer kompliserte model-
ler (1). Ved endel immunkjemiske
analyser ma man vare sarlig
oppmerksom pa sakalt “hook” effekt,

er tint igjen, bgr reanalyserte verdier
for X benyttes.

3.1. Spredningsdiagram mellom Y og X. Den gam-
le og kjente metoden X kan i fgrste omgang vel-
ges langs abscisseaksen, Y langs ordinataksen.
Identitetslinjen Y = X stiples alltid inn. Hvis me-
todene kan rangeres etter presisjon, bgr man velge
den med best presisjon langs abscisseaksen. Dette
diagrammet danner utganspunkt for regresjons-
analyse, men fgrst vurderes spredningsmgnsteret
visuelt. Hvis svaromradet dekker flere dekadiske
enheter, kan det vere nyttig a benytte logaritmene
til méleverdiene. Figur 2 viser ett aktuelt spred-
ningsdiagram.

der prgver med analyttkonsentrasjon
over det egentlige maleomradet gir en

instrumentrespons som tilsvarer = so
prgver i malemaradet, dvs. falskt lave
svar (2). Dette kan avslgres ved for-
tynning av prgven. \

2.6 Linearitet betyr at fortynning av
en pasientprgve med hgy konsentras-

jon av analytt med analyttfritt serum o 200
(null-serum) eller analyttfri buffer gir

1000 —— e [ -
. . TN O 7 30
254—— —— s
24 ._'Q‘L_' —
<t SN S S S 0 U O L
’l'. -
— T X : I
15 T
400 600 800 1000 15 2 25 3 1gX

samme proporsjonale reduksjon i

analyttsvaret. Null-serum er vanskelig a oppdrive,
og i stedet ma man oftest ty til buffere eller kullfil-
trert serum, som begge dessverre kan vise forsk-
jellig matrikseffekt fra vanlige pasientprgver slik
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Figur 2. Spredningsdiagram mellom maleverdiene fra
to ulike metoder for analyse av vit B12. Venstre del:
vanlige enheter i pmol/L. Hoyre del : logaritmiske
enheter.
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I spredningsgrammet bgr man se etter fglgende
forhold:

Ligger stgrste delen av punktene (X, Y,) jevnt
samlet omkring en rett linje y = a + b-x? Ved sta-
tistisk tilpassning, der man beregner estimater for
aogb, kalles denne ligningen en regresjonsligning.

Hvis en rett linje synes a gi den beste tilpasning,
vurderes

3.1.1. evt. parallellforskyvning i forhold til identi-
tetslinjen. Dette kalles konsentrasjonsuavhengig
avvik (intercept a i regresjonsligningen). Hvis null-
hypotesen Ho: a = 0 forkastes, har vi et statistisk
signifikant avvik. Det ma vurderes separat om dette
har noen klinisk signifikans.

3.1.2. evt. endret stigningstall i forhold til
identitetslinjen. Dette kalles proporsjonalavvik og
opptrer nar stigningstall eller slope b # 1. Hvis
nullhypotesen Ho : b=1 forkastes, har vi et statis-
tisk signifikant proporsjonalavvik. Som i avsnittet
ovenfor ma det vurderes om dette har klinisk
betydning innenfor maleomradet.

3.1.3. Eventuell kombinasjon av konsentrasjons-
uavhengig avvik og proporsjonalavvik. Se Figur
3. For analyser der maleomradet ligger langt fra 0,
som f. eks. for den hematologiske variable MCYV,
er et intercept a ved 0 lite meningsfylt. Man kan
da heller legge et referansepunkt (X = X ) nederst
eller midt i maleomradet, lage nye variable AX =
X-X,0gAY =Y -X _ og se pa regresjonslig-
ningen AY =a + b-AX. Interceptet a vil da fa en
mer konkret betydning, nemlig avvik fra identitets-
linjen ved det nye referansepunktet («origo» =X __,
X ) som na har en beliggenhet i aktuelt male-
omrade. Estimatet for b blir uendret ved denne
prosedyre.
Deretter inspiseres endepunktene

3.1.4. Nedre endepunkt kan avslgre sensitivitets-

problemer med den ene metoden nar punktskaren
bgyer av mot den ene aksen (se Figur 3, hgyre
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del), eller for begge metodene nar det er generelt
pkende spredning av punktene ved lave verdier.
Dette omradet bgr tas ut av den endelige regre-
sjonsanalysen.

3.1.5. Plutselig endring i kurveforlgpet ved hgye
verdier. En arsak kan vaere “hook” effekt. En annen
hyppig arsak er ngyaktighetsavvik nar prgven
fortynnes for a komme innenfor maleomradet. Med
helautomatiske maskiner skjer fortynning enkelte
ganger automatisk med fortynningsmedium som
har annen matrikseffekt enn vanlig serum.
Resultatene for linearitetsundersgkelse (for-
tynningsforsgk) for begge metodene kan avslgre
eventuell uoverensstemmelse. Dette omradet tas
normalt heller ikke med i en regresjonsanalyse.

3.1.6. «Slengere» (outliers, dvs. punkter som lig-
ger lang fra resten av kurveskaren) kan forekomme.
Dette er illustrert i Figur 3, venstre del. Om
reanalyse viser samme avvikende resultat mellom
de to metodene, kan det tyde pa forhold som er
spesifikke for akkurat denne pasientprgven. Slike
slengere skal forbli i spredningsdiagrammet, men
ber naturligvis ikke tas med i regresjonsanalysen.
Hyppige drsaker er tilstedevzrelsen av heterofile
antistoffer, kompleksdannelse med andre proteiner,
spesielle isoformer eller biologisk inaktive ned-
brytningsprodukter som ses ulikt av de to metod-
ene. De glykosylerte peptidhormonene (f. eks. FSH
og LH) forekommer i en rekke ulike isoformer,
betinget i ulik aminisyresekvens og/eller grad av
og type glykosylering. Ved immunkjemiske me-
toder med ett monoklonalt antistoff, kan
spesifisiteten veare for hgy til a fange opp spesielle
isoformer. Immunologisk aktivitet har i disse
tilfellene darlig sammenheng med biologisk akti-
vitet. Dette problemet er mindre ved bruk av poly-
klonale antistoffer, men her er naturligvis kryss-
reaksjon andre molekyltyper med stor grad av ho-
mologi et tilsvarende problem (f. eks. mellom hCG
og FSH).
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3.2. Differansediagram mellom Y og

differanse diagram

Bland-Altman diagram

X. Differansen Y-X plottes som
funksjon av X, og dette gir bedre

opplgsning enn spredningsdia-

s * o - grammet ovenfor. Hvis begge meto-
T " L i der har samme grad av usikkerhet
| T _.-l LR N 1:* S (kombinasjon av ungyaktighet og
| ® L4 AH:{" T e , @{’ . upresisjon), kan Y-X fremstilles som
0 T ——T T e ‘ o3 —T I I — . .

\ el G Nk I N funksjon av (X+Y)/2. Dette diagram-
| | w2 et kalles Bland-Altman diagram-

| 100 X 4100 — (Y+X) 3 5
0 200 400 600 800 1000 0 20 400 600 800 1000 met (3). Se Figur 4. Hvis sammen-

Figur 3. Ulike former for avvik fra identitetslinjen (stiplet
linje): Venstre del: kombinert konsentrasjonsuavhengig
avvik og proporsjonalavvik, samt to «slengere»
(outliers). Hpyre del: I nedre mdleomrade antydes
sensitivitetsproblemer for Y- metoden.

3.1.7. Hvis sammenhengen mellom Y og X avvi-
ker fra en rett linje, finner man ofte at logaritmene
til maleverdiene viser brukbar rettlinjet
sammenheng (tilpasses best av Igy= a + b-1gx, og
da er y= 10°x® den beste tilpasning med de
opprinnelige maleverdiene). Det er vanlig med
avvik fra en rett linje, spesielt nar de to metodene
har ulinezre og ulik form pa standardkurvene.Dette
vil ogsa gi seg utslag i at spredningen blir ulik i
ulike deler av konsentrasjonsomradet, og ofte stgrst
i ett av endepunktene eller i begge. Hvis spred-
ningen gker jevnt mot det gvre endepunktet, vil
diagrammet basert pa logaritmer fa en jevnere
spredning, og betingelsene for en rettlinjet regre-
sjonsanalyse er bedre tilstede (se Figur 2, hgyre
del).

hengen mellom Y og X best tilpasses

av en rett linje, vil differansedia-
grammet ogsa bli en rett linje. For mange analyser
vil differansediagrammet best bli beskrevet av en
rett linje nar det benyttes logaritmisk transformas-
jon av de opprinnelige male-variable.

4. Statistiske sammenligningsmetoder —
regresjonsanalyse
Hensikten med bruk av regresjonsanalyse innen
metodesammenligning er a undersgke om avviket
fra identitetslinjen beror pa tilfeldigheter eller om
vi har et statistisk signifikant avvik.
4.1.Tavsnittene ovenfor har vi antydet hva slags
del av maleomradet som bgr tas med i en regre-
sjonsanalyse for a finne omregningsformler
mellom nye og gamle verdier. Det er viktig at
punktene er mange og jevnt fordelt over regre-
sjonsomradet.

Det finnes to ulike regresjonsprosedyrer. Ved
den ordin@re prosedyre antar man at de tilfeldige
feilene kun er i Y retning, dvs. X malingen er helt

presis.
~ Vikan da skrive
Y =a+bX +¢g
deri=1,2...n. nerantall punkter.
4 g kalles restleddene (residuals), se

Figur 5, venstre del. Disse er er ut-

trykk for avviket fra regresjonslinjen
1Y retning og uttrykker upresisjonen
med metode Y. Metoden kan ogsé

benyttes nar med en viss upresisjon i
metode X, salenge upresisjonen i

metode Y er mye stgrre.

Figur 4. Differansediagram (venstre del) og Bland-Altman diagram

(hgyre del) for to malemetoder for vitB12.
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Ved den vanlige regresjonsanalysen minimalise-
res kvadratsummen av alle restledd. For at resultat-
ene skal bli noenlunde palitelige kreves det at 1)
restleddene € skal fordele seg jevnt rundt O i hele
intervallet som studeres, ii) Det skal ikke vare noe

spesielt mgnster av € (opphopninger av punkter), [e

iii) spredningen i € skal vere konstant over hele |-
regresjonsomradet. I analysen krever vi egentlig
at e, er normalfordelte storrelser med forven-

tningsverdi 0 og standardavvik s. 4

6

5

Hvis vi setter

SSx = Z(Xi- X )*.SSy = Z(Y:- Y )2 og Sxy = 2(Yi- Y)(X-X) |

far vi fplgende estimater for stigningstall og
intercept b =Sxv/SSx oga = Y- b-X

Et estimat (anslag) for spredningen som skyl-
des feilleddene €, finnes i uttrykket

[ss\,- b> -SS,
§ g
n-2

Ved denne metoden er observatorene

tobs = (3-0)/ $:4/1/n+X° /SSy 0gtobs = (b - )(s/NSSx)

t-fordelte stgrrelser med n-2 frihetsgrader og kan
brukes til 4 teste nullhypotesene Ho : a = ¢ (vanlig-
vis a=0) og Ho: b =c (vanligvis b= 1).

Hvis man ikke kan se bort fra upresisjonen i
noen av metodene, lages en model der restleddet
beregnes som avstanden fra punktet (X, Y ) vinkel-
rett ned pa regresjonslinjen. Se Figur 5, hgyre del.
Dette kalles Demings metode, og den tar hensyn
til upresisjon bade ved X og Y metode. Hvis man
minimaliserer kvadratsummen av alle restleddene
d, fas folgende estimater for de nye regresjons-
koeffisientene

bp= -C/2+4(C/2)’ +logap=Y -bpyX

1 b

A~ 3

b r
er uttrykt ved estimatet b fra den vanlige
regresjonsanalyse. r er Carl Pearsons korrela-
sjonskoeffisient, | ___9xy
455588y
Ulempen med Demings metode er at vi ikke
har enkle statistiske metoder til a teste hypoteser

der hjelpestgrrelsen ¢ =
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vedrgrende a og b.

Figur 5. Restledd ved ordincer regresjon (venstre del)
og Deming regresjon.

Vanlig regresjonsanalyse i et Bland-Altmann
diagram kan da vere et alternativ. Antas malefeil i
X og Y uavhengige, vil upresisjonen langs ordina-
taksen som fremstiller Y - X vare dobbelt sa stor
som upresisjonen langs abscisseaksen som angir
(X+Y)/2, slik at man kan benytte den vanlige
regresjonsmetoden. Det henvises ellers til
lerebgker 1 statistikk. Test av intercept blir fort-
satt bli Ho: a = 0, mens test av stigningstallet ved
regresjon i Bland-Altman diagrammet blir Ho: b
= 0 (tilsvarer b = 1 i XY diagrammet). Diffe-
ransediagram og Bland-Altman diagram kan ogsa
konstrueres for log-transformerte data.

Huvis statistisk signifikante avvik fra identitets-
linjen ogsa er klinisk betydningsfulle, er man plik-
tig til & informere brukerne.

4.2. Rapportering til kliniske brukere om at meto-
den er endret. Angi formler fra regresjonsanalysen
for omregning fra gamle til nye verdier og
omvendt. Dette er spesielt viktig nar prgvesvarene
inngar i langvarige kliniske forskningsprosjekter.

4.3. Endring av referanseomradet. Dette kan skje
ved hjelp av omregningsformler fra regresjons-
analysen. Imidlertid ma man veare varsom med a
benytte seg av slike omregninger hvis det skiftes
metode flere ganger, da hver omregning kan akku-
mulere avvik. Analyse av normalitetsdiagram (z-
score diagram) for hele laboratorieproduksjonen
for og etter metodeskifte vil kunne indikere om
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det har skjedd et nivaskifte. Hvis pasientutvalget
er noenlunde stabilt bgr medianen forbli uendret.
Ved den sakalte Hoffmanns metode (4) kan man
ekstrapolere den sentrale rettlinjede del av z-score
diagrammet. Denne delen antas a tilhgre
pasientgrupper som ikke avviker fra friske
referansepersoner nar det gjelder den aktuelle ana-
lyse. Ekstrapolering til 2.5 og 97.5 percentilpunkter
vil kunne gi pekepinn om det har skjedd et stgrre
avvik i henhold til de ganle referansegrensene.

4.4. Innsamling av nytt referansemateriale bgr
gjennomfgres oftere enn det som er vanlig ved

metodeskifte i vare kliniske laboratorier.

5. Konklusjon

Mindre eller stgrre endringer i analysemetode skjer
hyppig i klinisk-kjemiske laboratorier. Det er vik-
tig a ha oversikt over hvordan dette forandrer ana-
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lysekvaliteten. Denne artikkelen har bergrt endel
statistiske metoder som er nyttige ved det tidspunkt
da slike forandringer skjer. I tillegg til de oven-
nevnte prosedyrer kommer ogsa interne og
eksterne kvalitetskontroll-regimer.
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The ROSAN Database Sida 1 av 1
Scandinavian Society for Clinical
Chemistry

THE 205,47 DATABASE

HELP-FILE: ABOUT SSCC & ROSAN

The Clinic Committee of the Scandinavian Society for Clinical
Chemistry (SSCC) has decided to create and maintain a directory of
rare analyses for the Nordic countries.

The purpose of this database is to enable laboratories and doctors

¢ to find a laboratory capable of performing a special test
or quantitating a special component or

* to identify an individual with special knowledge
concerning the use of tests or procedures for diagnosis or
characterisation of rare diseases.

The register’s prime purpose is to create a possibility for contact
between two parties: between one who is in need of a service
and the supplier of this service.

The first version of the ROSAN DataBase was released as a
DOS-based pc-software and as an on-line (BBS-)service, where
subscribers could find the information needed.

This updated version is now released as an Internet Service for

the members of SSCC and other interested parties combined

with a stand-alone pc-application for Windows 95 giving the user ¢
possibility to supplement the information in the ROSAN

DataBase with his own separate database of other analyses/tests
used by his/her institution.

Registered users of the pc-application will here find the
possibility to down-load updated versions of the DataBase to be
used locally, thus reducing access-time to the information needed.
Registered users can also subscribe to a diskette-based

up-dating service for the DataBase.

The SSCC expects the register to become very useful in modern
cost-effective laboratory medicine. This comprehensive and
continuously updated database will assist and support all the
Nordic hospitals and health care systems in their efforts to
provide high-quality and fast service to patients at the lowest

possible cost for the community.
http://www.rosan.org/hlpabout.htm
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email: ilkka.penttila@uku.fi

Moten i Danmark

24.9. 1998

DEKS brugerméde, Skejby Sygehus, Arhus
Tema: Kvalitetssikring

Kontaktperson: Adam Uldall, Klinisk Biokemisk
Afdeling, Herlev Sygehus,

tel: +45,44,883310, fax: +45,44,535369

Méten i Island

24.8.-25.8.1998

2nd Nordic Telemedicine Congress, Reykjavik
Leading themes:

- Telemedicine, its place and applications in the
sparsely populated and remote areas bordering on
the arctic and subarctic regions

- Telemedicine in subarctic regions: experiences,
research, successes and failures

Information: Thorgeir Palsson, fax: +354,5601519,
email: telemed @landlaeknir.is,
http://www.landlaeknir.is/cong.htm

Moéten i Finland

2.9.-4.9.1998

Facing information World 2000 Nord IoD 98, The
Nordic conference on information and docu-
mentation, Mauno Koivisto Centre, Turku
Information: Finnish Society for Information
Services, fax: +358,9,518167,

email: nord98 @tietopalveluseura.fi,
http://www.tietopalveluseura.fi/nord

17.9. - 18.9.1998

Laboratoriummedicin och utstéllning "98, Marina
Congress Center, Helsingfors

Information: Kirsi Sirvio, fax: +358,9,1552632,
e-mail: biokisi @jttpalvelut.fi

15.10. - 16.10.1998

Hostmotet av Finska forening for endokrinologi,
tema: Diabetes

Hyvinkii

Information: docent Pirjo Nuutila,

fax: +358.2,2612030, email: pirjo.nuutila@utu.fi
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3.11.-5.11. 1998

KEMIA/KEMI 98 - Finnish Chemical Congress,
Helsingfors Mésscentrum, Helsingfors
Information: Helena Karrus, fax: +358,9,408780,
e-mail: skks@kemia.pp.fi,
http://www.kemianseura.fi

Mboten i Norge

28.9. - 1.10. 1998

Nordic Junior Workshop: High dose chemotherapy
supported by autologous stem cells and cytokines,
Oslo; Information: Sc. manager Ulla Hgy David-
sen, The Stem Cell Secretariat, Herlev Hospital,
Kgbenhavn, Danmark, fax: +45,44,535067.

Mboten i Sverige

10.9.-11.9. 1998

Equalis anvindarmote: Endokrinologi
Kvalitetssakringsprogrammet. Minisymposium 1:
Kan klinisk kemister diagnosticera och f6lja upp
behandling av hjdrtinsufficiens? Minisymposium
2: Gaskromatografi-masspektrometri som analy-
tiskt hjdlpmedel.

Information: kristoffer.hellsing@equalis.se

16.9.-17.9. 1998

Svenska sjukhuskemistférbundet och Sverige kli-
nisk kemiska laboratorieingenjorers forenings
utbildningsdagar. Huddinge universitetssjukhus.
Huvudprogram: Olika modeller for metod-
evaluering. Anvindning av GC/MS som analys-
metod.

Information: Hans Wallinder, Medilab, Box 1550,
183 15 TABY, fax +46,8 792 93 45

24.9 1998
Equalis anvindarméte: Klinisk immunologi
Information: kristoffer.hellsing @equalis.se

8.10-9.10. 1998

Equalis anvindarméte: Primdrvardens laboratorie-
medicin

Information: kristoffer.hellsing@equalis.se

26.11. 1998
Svenska Likaresillskapets Riksstimma, Goteborg
Information: bodil.olander @kem.ds.sll.se
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AutoDELFIA™ arbetar aven nar
resten av labbet vilar

Dagens laboratorium kraver precision, tillforlitliga resultat, och ~
driftsikerhet av ett automatiserat immunoassay-system.
AutoDELFIA™ ar optimerat med avseende pa: kvalitet pa resul-
tat, kostnadseffektivitet, enkelhet att anvianda och produktiyi

Nagra egenskaper hos AutoDELFIA™
e Krdver ingen passning efter laddning av
dagens prov — minimalt manuellt arbete

Inga kompromisser med kemin
Flera analyter per patientror

Vil beprovad datakommunikation

Finland Danmark Norge Sverige

Wallac OY Wallac Danmark A/S Wallac Norge AS Wallac Sverige AB

Box 10 Gydevang 30 Gerdrums vei 12 Oxfordhuset WA AC
FIN-20 101 Turku DK-3450 Allergd N-0486 Oslo $-194 81 Upplands Vasby |l ——
Tel: +358 22678111 Tel: +45 48169000 Tel: +47 22 952180 Tel: +46 8 590 797 00




The IMMULITE®
family of analyzers
from DPC will propel
your lab into

the 21st century
through speed and
efficiency—

plus offer effective
patient management
through more menu
options.

Kingo Diagnostika ApS  DPC Finland Oy

Prests, Denmark Helsinki, Finland

Tel: +45 5599 3050 Tel: +358 9-3434-960

Fax: +45 5599-3048 Fax: +358 9-3434-9696

Kjemi-Diagnostikk A.S DPC Skafte AB

Drammen, Norway Mdlndal, Sweden

Tel: +47 3284 8700 Tel: +46 31-275195

Fax:+47 3284 8710 Fax:+46 31-871844
- .
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Nordisk forening for Klinisk
Kemi (NFKK)

NFKK har som syfte att verka for utveck-
lingen av klinisk kemi, sarskilt nordiskt
samarbeteinom forskning, utveckling och
utbildning. Den bestar av medlemmarna
i de vetenskapliga foreningarna for kli-
nisk kemi i Danmark, Finland, Island,
Norge och Sverige. Verksamheten i NFKK
bedrivs i olika arbetsgrupper och kom-
mittéer, t ex arbetsgruppen for utbild-
ningsfragor. Foreningen har det veten-
skapligaansvaretfor Scandinavian Jour-
na! of Clinical and Laboratory Investiga-

TILL MANUSKRIPTFORFATTARE
Bidrag till KLINISK KEMI | NORDEN san-
des i tva exemplar till den nationella re-
daktoren, som finns angiven pa omsla-
gets andra sida. Manuskripten skall vara
maskinskrivna och folja de instruktioner
som angetts i Vancouver-avtalet (Nord-
isk Medicin 1988; 103:93-6). Spraket skall
vara nordiskt.

Meddelanden och korta inlagg skrives
helst fortlopande, medan langre artiklar
med fordel delas i avsnitt med en kort
overskrift.

Tabeller skrives pa sarskilda ark till-
sammans med en text, som gor tabellen
sjalvforklarande.

Figurer maste vara av tekniskt god
kvalitet med text och symboler tillrackligt
stora for att tala forminskning. Till varje
figur skrives en forklarande text.

tion (SJCLI) och star dessutom for ar-
rangerandet av de nordiska kongresser-
nai klinisk kemi.

Styrelsen bestarav Tor-Arne Hagve (ord-
forande) och Ludvig Daae (sekreterare)
samt frdn Danmark: Axel Brock, Ebba
Nexg; fran Finland: Paivi Laitinen, Marja-
ana Ellfolk; fran Island Leifur Franzson,
Elin Olafsdottir; fran Norge: Petter Urdal,
Sverre Landaas; fran Sverige: Gunnar
Skude, Per Simonsson.

Litteraturhanvisningarnumrerasiden
ordning de anges i texten och skrives
som i foljande exempel.

Sandberg S, Christensen NB, Thue G,
Lund PK. Performance of dry-chemistry
instrumentsin primary health care. Scand
J Clin Lab Invest 1989; 49:483-8.

Innehallet i de insanda artiklarna kom-
mer inte att genomga vanlig granskning
med referee-system. Redaktionskommit-
tén kommer emellertid att vardera alla
manuskript innehallsméassigt och redak-

tionellt och eventuellt féresla andringar.

FYRIS-TRYCK AB, UPPSALA
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Dimension® RxL

Open to the future

o Immunokemi & klinisk kemi pa ett o Multisensorteknik for Glukos,
instrument Urea och Kreatinin *

¢ Ingen reagensheredning e Penetrerar primarrorskorkar**

o Unikt kyvettsystem e Integrerad centrifugmodul***

* Kommer under 1998
** Lansering 1998/99
*** Beréknad lansering 1999

Dade Behring

Sverige Norge Danmark Finland

Box 150 P.0. Box 4231 Torshov Islevdalvej 110 P.0. Box 872

127 23 SKARHOLMEN 0401 0SLO 2610 RODOVRE 00101 HELSINKI
Tel +46-8-449 55 60 Tel: +47-23 00 61 20 Tel: +45-7022 70 01 Tel:+358-9-870 945

Vi finns i monter 26-27 pa XXVI Nordiska kongress i klinisk kemi i Abo, 7-10 juni 1998

DADE BEHRING
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