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Klinisk Biokemi i Norden, Nr 4, vol 21, 2009 sid 2 och 8: Forfattarnamnens ordning skall vara: Trine

Holm Johannsen, Jens F. Rehfeld og Lennart Friis-Hansen. Huvudredaktoren beklagar korrekturfel!

Forside: Fosfatidyletanol, en molekyl som for sin syntes krdver ndrvaro av etanol, och som ddrfor kan anvindas
som en biokemisk markér for alkoholmissbruk. (Bild: Christer Alling, Henrik Alfthan)
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Samarbete
Henrik Alfthan

Det dr inte med stor fortjusning vi ar efter ar kdm-
par med sparatgirder pa labbet. Under arens lopp
har dock méanga “snillrika” sitt att halla ndsan ovan
vattenytan utvecklats, liksom att limna tjanster obe-
satta efter pensioneringar, utlokalisera olénsamma
bestdmningar samt konsolidering av apparatparken,
bara for att ndimna négra.

D4 den gamla gammariknaren i labbet senaste
sommar sade upp kontraktet stod vi infor valet att
inforskaffa en ny for vara till antalet halva dussinet
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radioimmunologiska bestimningar eller att 6verga
till icke-radioaktiva metoder. Valet {6l pa det senare
alternativet.

Den problematiska analyten i sammanhanget var
kénsligt estradiol, det vill sdga bestimning av de liga
koncentrationerna som forekommer i serum hos
barn och under postmenopausen. Den ersittande
metoden var en fluoroimmunologisk metod men
dess analytiska kédnslighet var inte helt tillfredsstal-
lande. Att ta i bruk en icke fér andamélet optimal
metod kidndes inte som den bdasta 16sningen. Men,
vara hander var bundna. For tillfillet kunde vi inte
16sgora den arbetskraft, som skulle ha behévts for att
optimera metoden.

Av en tillfillighet fick vi en mojlighet att sld tva
flugor i en small. Vi blev tillfragade fran yrkeshog-
skolan om vi kunde erbjuda tvé bioanalytikerstude-
randen ett bra projekt for deras praktiska laborato-
riearbete samt sjilva ocksa fa nyttan av resultaten.
For Irene och Maarit géllde det i praktiken att mani-
pulera den inte tillrackligt kdnsliga estradiolmeto-
den genom nagra klassiska och vil beprévade och
dokumenterade tekniker: dndring av inkubations-
tider, 6kning av provvolym samt utspidning av den
specifika antikroppen.

Sjélva praktiska utforandet skotte immunana-
lysatorn galant, dédrefter borjade genomgéngen av
resultaten. Efter idogt sokande hittade vi till all
lycka gamla Schleicher & Schiills halvlogaritmpap-
per, annars hade det varit knepigt att gora logit-log-
transformationerna av siffervirden och rakna ut
detektionsgransen. Likasa var dessa relikt till ovar-
derlig hjilp for berakning av precisionsprofilen och
den analytiska kénsligheten.

Slutresultatet av ndgra manaders slit med littera-
turstudier och praktiskt utférande blev en djupdyk-
ning i teori och praktik fér Irene och Maarit och
for laboratoriet en fungerande estradiolmetod - ett
samarbete som gagnade bada parter pa biésta sitt.

Klinisk Biokemi i Norden
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Nytt fran NFKK

Jarkko Ihalainen

Nordiska kongressen i Oslo i borjan av juni 2010
ndrmar sig. Styrelsen for NFKK fick vid sitt mote i
november blicka in i det vetenskapliga programmet.
Vi var imponerade. Det blir sikert en minnesvird
kongress i det nordiska samarbetets historia. Vi hop-
pas vi moéter sa manga kolleger som mojligt dar.

Astrup- och Eldjarnpriser kommer att delas ut vid
kongressen. Eldjarnpriset, till basta artikel i SJCLI
(Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory
Investigation), delas ut for forsta gdngen! Det mer
traditionella Astruppris utdelas till yngre forskare,
nu med ny sponsor (Siemens) och fornyad besluts-
fattandeprocess. De nationella féreningarna har en
aktivare roll i val av priskommittén. Vi far sikert en
bra 6verblick 6ver den vetenskapliga sidan av nordisk
klinisk kemi vid de tvd symposierna. NFKKs styrelse-
mote dger ocksa rum i Oslo i samband med nordiska
symposier.

Antalet Nordfondans6kan for vetenskapliga pro-
jekt blev noll detta ar och styrelsen fattade beslut att
stoda vetenskapsinriktade sammannordiska kurser
i stallet. Ansokningstid till kursen for vetenskaplig
skrivning ar over men nordisk kurs till yngre kliniska
kemister kommer att annonseras under véaren 2010.

Nitverksorganisationen NFKK:s nirvaro pa Inter-
net forstarks. Forsta steget 4r ny doménnamn: i fort-

| 12010

sittningen kan du hitta NFKK via www.nfkk.org, vid
sidan av den gamla adressen.

Ekonomin for NFKK ricker till fortsatt aktivitet
i de sista arens omfattning men bufferten mot eko-
nomiska Overraskningar dr relativt liten. Styrelsen
diskuterade ingrepp for att stoda organisationens
fortsétta ekonomisk stabilitet. Nagra sma justeringar
beslutades men de paverkar inte medlemmarna pa
generell nivé.

The NOBIDA biobank still exists at DEKS and is
available by application for method development and
other professionally valid uses. Some members of the
NFKK board reported their positive personal expe-
riences of using NOBIDA samples and background
data for e.g. method development. Another heritage
from the NORIP is the certified material “X” which
can be used, for example to follow long term stability
of methods.

The board discussed the possibility and need to
evaluate the effect of the NORIP project on a general
level in Nordic laboratory medicine. A process level
evaluation appears to be challenging to complete but
the board decided to contact relevant experts, inclu-
ding key persons from NORIP, and draft a project
plan for the next ordinary board meeting which is to
take place in Oslo.

One of the main issues at NFKK meetings is the
exchange of information on current projects and
issues from the national societies. The Danish society
is implementing the IFCC HbAlc recommendation,
as well as all the others (see separate column in this
journal). In addition interesting projects on short
names for tests and concentration of specialized ana-
Iytics to certain laboratories are topics for discussion.
In Finland point-of-care recommendations are being
finalized and the national society will also make
publicity to laboratory work in lines of the IFCC Labs
are Vital initiative. Iceland has started to prepare for
the Nordic Congress in 2012. The Swedish society is
renewing their website in addition to other projects.
The Norwegian society focuses on the congress in
Oslo.

Klinisk Biokemi i Norden
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Légesrapport infor 2010:

Ny enhet for HbA1lc i Norden

De nordiska landernas foreningar jobbar nu med att
infora den nya enhet (mmol HbAlc/mol Hb) som
rekommenderats internationellt av IFCC. Alla meto-
der vid sjukhuslaboratorierna och de flesta, men inte
alla, patientnira metoder klarar av en 6vergéng. Lan-
derna skiljer sig delvis at. NFKK kommer darfor inte
att ge nagra samnordiska riktlinjer.

Finland

Den nya enheten infors 6ver hela landet 3 mars 2010.
Beraknat medelglukosvirde (eAG) kommer inte att
limnas ut. Under en dnnu inte beslutat period kom-
mer dven den gamla enheten att utnyttjas.

Danmark

Den danska foreningen rekommenderar 6verging
under slutet av 2009. Bade gammal och nya enhet
kommer att anvindas parallellt under en period. eAG
kommer att inforas.

Sverige

Overgangen planeras till september 2010 men exakt
datum ér inte beslutat. Efter diskussion med kliniska
kollegors organisationer kommer inte eAG att rutin-
massigt rapporteras.

Norge

En arbetsgrupp bestdende av kliniker och kliniska
biokemister rekommenderar att fortsitta med att ge
ut svaren som % (NGSP) baserat pa IFCC:s omrak-
ningsformel. Rekommendationen, som stods av de
norska sillskapen for klinisk biokemi och endokrino-
logi, skall revideras senast 2012 om manga ldnder gar
6ver till nya rutiner.

Island
Exakt datum dr inte beslutat men Gvergangen sker
under 2010. eAG kommer inte att rapporteras.

Foto: Henrik Alfthan, Svalbard, Norge.
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Labmed 2010 News s a7

XXXII Nordic Congress in Medical Biochemistry
Facts of today - visions for tomorrow

Oslo, June 1-4 2010

General information

The planning of the scientific program, of the social activities, housing, invitation to
sponsors and exhibitors are on the track according to our time schedule.
Find updated information on www.labmed2010.no

"The role of hepcidin in iron
metabolism. Clinical aspects”.

Dr. Tomas Ganz is professor of
medicine and pathology at the
UCLA School of Medicine, Los
Angeles, USA. He is involved in the
graduate program in Molecular
and Cellular Pathology. One of his areas of interests
concerns the interface between innate immunity and
iron metabolism. The lab of Dr. Ganz was among the
first ones to describe the acute phase peptide which is
now known as hepcidin.

Hepcidin is a 25-amino acid peptide synthesized in
the liver in response to excess of iron, and to various
cytokines during infection or inflammation. Hep-
cidin has during the last few years attracted much
interest as a systemic iron-regulatory hormone. Hep-
cidin binds to the iron-exporting protein ferroportin
on the cell membrane of iron-storing cells. The fer-
roportin-hepcidin-complex gets internalized, which
then results in less iron being exported out of these
cells into the plasma. This results in less iron availa-
ble for other cells, and it also results in less iron being
absorbed from the gut.

It is expected that research on hepcidin will give
answers to questions concerning the development

of iron overload and conditions related to iron defi-
ciency or maldistribution.

Dr. Ganz will in his talk “The role of hepcidin in iron
homeostasis and its disorders” focus on the new deve-
lopments within this interesting field of research. The
other presentations in the symposium will be Outi
Itkonen (Helsinki University, Finland): "Serum hep-
cidin and iron levels during bone marrow suppression”
and Albena Mihailova (Oslo University, Norway):
"Hepcidin measurements - How far have we come?".

Akershus festning og slott
Akershus Fortress and Castle

Akershus Fortress is one of the oldest and finest cul-
tural heritage sites in Norway. The medieval castle
was completed in the 1300s. The fortress withstood
a number of sieges throughout the ages. In the 1600s
the castle was rebuilt into a renaissance castle.

The area is still military and is guarded by HM The
King’s Guard.

The fortress is very suitable for walks and recrea-
tion and offers many points of view over the city cen-
tre and the Oslo fjord. It is also possible to visit the
Castle Church, the Royal Mausoleum and the magni-
ficent halls. The Norwegian Resistance Museum and
The Norwegian Armed Forces museum are located
at the fortress.

Klinisk Biokemi i Norden
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Resestipendium fran Klinisk Biokemi i Norden

A reise er a leve - reis!

Porten till Akershus. (Foto: VisitOSLO / Gunnar Strom)

Sé skriver Eva Norstrom i sin rapport frin manaderna
i Barcelona, en kunskapshojande period, delfinansie-
rad av KBNs resestipendium. Nya diagnostiska meto-
der inom trombocytologin kan nu inforas i Norden.
Nu ér det nytt ar med nya planer och redaktionen
utlyser ater ett resestipendium till klinika kemister

med nyfikenheten i behall. Stipendiet dr pa hogst
50.000 DKK som skall anvidndas under 2010 - 2011.
Milet &r att stirka den klinisk kemiska utvecklingen i
Norden. Resan kan ga till ett annat land i Norden eller
globalt i varlden. Kravet &r att sokande jobbar pa lab
i ndgot av de nordiska linderna.

Stipendiet kan tilldelas en eller flera s6kanden och

skall anvindas till resa och uppehalle vid utlindskt

laboratorium for att:

« Lira nya tekniker

o Fortsitta forskningsprojekt vid nytt laboratorium
dér det finns specialkompetens

« Skapa kontakter med Centers of excellence i utlandet

Ansokningen skall innehalla:

1. En kort beskrivning av malet med resan och uppe-
hallet

2. En bekriftelse fran virdlaboratoriet att sokanden
ar vilkommen som gistforskare

3. En budget for uppehallet.

Det forvintas att stipendiaten skall skriva en artikel
i Klinisk Biokemi i Norden om vad som uppnéddes
under resan.

Ansokan skall skickas senast 1 juni 2010 till:
Per Simonsson

Klinisk kemi Skane

Labmedicin Skane

Universitetssjukhuset MAS

SE-205 02 Malmé

Sverige

e-post: per.simonsson@med.lu.se

Redaktionen
for Klinisk Biokemi i Norden

Klinisk Biokemi i Norden



Fosfatidyletanol
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— molekyl pa villovigar som hittade ratt

Christer Alling, Professor emeritus

Institutionen for laboratoriemedicin, Lunds universitet, Lund

Christer.Alling@med.lu.se

Fosfatidyletanol (PEth efter engel-
skans phosphatidylethanol) dr en
fosfolipid som dr abnorm i den
bemdrkelsen att den inte finns hos
mdnniskor eller djur, forutsatt att
de inte intagit etanol. Upptickten
av denna patologiska fosfolipid -
dess kemiska struktur, enzymatiska
- bildning och forekomst hos mdin-
niska och djur i relation till alkoholexposition - kdin-
netecknas av overraskning, hdnforelse, besvikelse, igno-
rans, felprioritering, slump, otur och djirvhet. Men med
envishet och tur sd har denna molekyl till slut hamnat
i praktisk sjukvdrd som markor for alkoholmissbruk.
Det dr dirfor som jag vill beritta denna 25-driga upp-
tdcktsfird.

Blodlipider och alkohol

Lat oss ta det fran boérjan. Som ung amanuens vid
Institutionen fér Medicinsk Kemi, Goteborgs Uni-
versitet pd 1960-talet, blev jag sammanford med en
gastforskare fran Prag, neurologen Juri Tichy. Han ville
fordjupa sig i biologisk psykiatri, fraimst kolesterolets
betydelse for hjarnfunktion. Jag hade borjat experi-
mentera med de dé nya lipidkromotografiska tekni-
kerna. De som lag bakom det foreslagna samarbetet
var docent Dencker pa Lillhagens sjukhus och docent
Svennerholm vid Institutionen fér Medicinsk Kemi.
Lars Svennerholm var ocksa konsultlakare vid kliniskt
kemiska laboratorierna vid Lillhagens och S:t Jérgens
mentalsjukhus i utkanten av Goteborg.

Efter ett tag sd hade Tichy och jag kommit pa ett sitt
att separera kolesterolestrar i relation till antalet dub-
belbindningar i fettsyrorna. Helt 6verraskande fann vi
att alkoholister, i motsats till andra patientkategorier,
hade ett avvikande monster. Vi skrev artikeln med den
pretentidsa titeln ”Serum-lipids in chronic alcoholics”

och jag skickade in den till Lancet. D6m om var forvé-
ning nar den blev antagen for publicering utan vidare
kritik! Det var min forsta publikation (The Lancet, 5
august, 1967) men aldrig dérefter har jag fatt in nagot
i en sa prestigefylld tidskrift. Nu var bollen i rullning.
Fem publikationer rorande alkoholisternas fettsyror
kom de foljande tre &ren. Darut6ver hade vi méngder
av da opublicerade data fran djirva experimentella
studier pa alkoholister. Men mera ddrom lingre fram.

Tenacity och serendipity

For att bli amanuens pa 1960-talet vid Institutionen
for Medicinsk Kemi i Goteborg kravdes tre saker; att
man valde att ldsa den “tjocka” ldroboken framfor
den “tunna’, att man gjorde ett enskilt arbete och att
man klarade tentamen for professor Olle Mellander.
Méinga av ldrarna och forskarna kom frén Uppsala
eller Lund. I Goteborg var byggnaderna f6r de prekli-
niska institutionerna firdiga for inflyttning kring 1960
och resurserna for instrumentering verkade granslosa.
Laborator var Stina Stenhagen och hennes make Einar
Stenhagen var ett slags extra-professor i biokemi. Han
krévde tenacity av sina medarbetare och for varje ar
som jag jobbat med PEth s& har det blivit allt mera
tydligt vad tenacity betyder: malmedvetenhet att halla
fast sin idé.

Vi som ville disputera sprang pé alla méjliga semi-
narier i den ldnga institutionslangan. Pa Farmakologen
fick man léra sig ett annat uttryck av Arvid Carlsson,
serendipity, som ocksa kdnnetecknat PEth forskningen:
overraskande upptickt genom att hitta en sak medan
man letar efter nigot annat.

Forska ddr pengarna finns

Lars Svennerholm hade ménga doktorander. Han var
karismatisk och befann sig i neurokemins internatio-
nella forskningsfront. Han fick Anders Jahres Nordiska

10
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PEth-projektets slingriga vig. Omvig kring underndring och hjdrnutveckling, glidjande framfart under uppticksfird av PEth,
den smala och sorgliga utforsbacken under slutet av 80-talet, uppehdll i San Fransisco och dter ut pd breda vigen mot framgdng.
(Bild: Steina Aradottir)

pris i medicin eller fysiologi 1987 for sina upptéckter
rorande arftliga metabola sjukdomar hos barn. Men
han var lite lynnig och ibland argsint sd manga var
lite ridda for honom. Men det gick bra for oss dokto-
rander. De som var medicinare blev alla docenter och
6verlakare vid universtitetskliniker och tre av oss blev
professorer. Aven for naturvetarna hos Svennerholm
gick det bra. Civilingenjér Pam Fredman disputerade
1979, gjorde en internationell forskarkarridr och ar nu
rektor for Goteborgs Universitet.

En dag 1970 blev det plotsligt slut pa forskningen
rorande alkoholens inverkan pa blodlipider. Lars Sven-
nerholm var pé en av sina linga utrikes kongressresor
och i mitt brevfack kom ett litet ljusblétt flygpostbrev
fran Svennerholm. Innehéllet var kirvt. ”Sluta genast
med alkoholiststudierna. Du kommer 4nd4 aldrig att
kunna tolka resultaten. Det internationella neuroke-

(Fortscetter side 12)  Forfattaren har fikapaus i laboratoriet 1970.

Klinisk Biokemi i Norden 11
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Skeletal Forsta tunnskiktsplattan som
Brain Kidney muscle Liver avsldjade den abnorma fosfolipiden,
“Flicken”, hos rdttor som alkoholex-
E c E C E C E c

ponerats. Fran FEBS Letters 152:24,
1983.

"Vad kan det vara” Kromatografiska
retentionforhdllanden for fosfolipider
med anjoniska egenskaper och tvi

— fettsyror per fosfatgrupp jamfor med
den abnorma fosfolipiden (X). Fran
e X|  FEBS Letters 152:24, 1983.
m——oe
o

(Fortsat fra side 11)

miska forskarsamhallet dr helt fokuserat pa hjarnut-
vecklingen hos barn som har naringsbrist i U-linder.
Starta genast djurexperimentella studier 6ver de essen-
tiella fettsyrornas roll for hjdrnutveckling hos ratta.
Hilsningar, Lars” Det blev en bra avhandling 1974 och
samma dr blev jag ocksa docent i neurokemi och spe-
cialist i klinisk kemi.

I en tid utan etisk kommitté

Men resultaten fran alkoholiststudierna fem ér tidi-
gare lag opublicerade och kompletteringar behovdes.
Fortsdttningen blev alkoholtillforsel till alkoholister,
med och utan majsolja, fettvavsbiopsier samt grov-
nélsbiopsi av levern. Resultaten publicerades 1982
som ett supplement (nr 631) med fyra kapitel i Acta
Med Scand och jag betraktar det som min andra dok-
torsavhandling. Lite tenacity alltsa.

Upptickten av "Flicken”

Sedan kom serendipity. I slutet av 1970-talet hade Erik
Anggard utnimnts till professor i experimentell alko-
holforskning vid Karolinska Institutet. Han kom fran

Bergstrom och Samuelsson och var alltsa prostaglan-
dinforskare. Vi fann ganska snart att vi hade besldk-
tade frégestallningar och kompetenser. De essentiella
fettsyrorna ér ju prekursorer till prostaglandinerna och
Anggard och jag ville veta hur alkoholen paverkade
vara favoritmolekyler.

Ar 1983 kom vara publikationer. Alkoholen orsa-
kade en 6kning av den renala utséndringen av prostag-
landiner och en minskning av de essentiella fettsyrorna
i olika organ. Efter en tids forvaring av rattorganen i en
frys pé Karolinska Institutet sa transporterades de till
Goteborg for en mera detaljerad analys av lipidsam-
mansittningen. Det vanliga tillvigagéngssattet pa den
tiden var att gora extraktion av alla lipider, gruppse-
parera med kromatografi och inspektera de inbordes
proportionerna av olika lipidklasser.

En morgon sdg vi till var enorma &verraskning
och forvaning att alkoholrattorna hade en extra frak-
tion bland de “sura’ fosfolipiderna. Vid publicering
bendmndes fraktionen ”X” men pa laboratoriet kall-
lades den alltid "Flacken’.

(Fortseetter side 14)
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Calciotropic Hormones
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1,25-Dihydroxy Vitamin D*
Intact PTH*
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Bone Turnover

Serum CrossLaps® (CTX-I)*
Intact PINP

BoneTRAP® (TRACP 5b)*
N-Mid® Osteocalcin
Ostase® BAP*

Immunoassays

Bone Markers

25-Hydroxy Vitamin D
1,25-Dihydroxy Vitamin D
Intact PTH (1-84)

OSTASE® BAP

N-MID® Osteocalcin
BoneTRAP® (TRACP 5b human)
CrossLaps® (CTX-I)

Cartilage Markers

Urine CartiLaps® (CTX-II)
Total Aggrecan

Immunodiagnostic Systems Nordic a/s (IDS Nordic)
Marielundvej 30, 2. sal, 2730 Herlev, Denmark

Growth Disorders
hGH

IGF-1*

IGF-BP3*

Hypertension
Renin*
Aldosteron*

* in development

Automated Vitamin D now available!

Tel: + 4544840091 Email: info.nordic@idsplc.com Homepage: www.idsplc.com
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Phospholipid
7
R1-C-0-(I3H2
R1-CIII-O-ICH 0
Il
O CH,-0-P
-0 [
O.
Hydrolysis Transphosphatidylation
l Water Ethanol l
Il Il
R1-C-0-{|:.H2 R1-C-0-|CH2
R1—(i‘,I—D—FH ICI) R,—(i‘,l-O—F,H (III}
o CHz-O-IP-O' o CHz-O-IP
PA o PEth (o}

Fosfolipas D spjilkar normalt bort kolin
(BASE) under bildning av fosfatidsyra
(PA). I nirvaro av etanol foredrar fosfoli-
pas D etanol framfor vatten och katalyse-
rar en transfosfatidylering till fosfatidyl-
etanol (PEth).

(Fortsat fra side 12)

Nu startade den mest spiannande perioden i mitt
liv som laboratorieforskare. Tillsammans med min
nira medarbetare Lena Gustavsson bedrevs ett riktigt
detektivarbete. Vad kunde det vara?

Forst konstaterade vi att flicken inneh6ll fosfor,
alltsd var det en fosfolipid. Vidare kunde vi konsta-
tera att det fanns tva fettsyror per fosfatgrupp. Kunde
alkoholen ha orsakat peroxidation av nigon vanlig
fosfolipid? Var det en kondensationsprodukt?. Var det
nagon ovanlig fosfolipid som vi inte hade gjort jamfo-
relse med? I det sistndmna alternativet kunde f6ljande
fosfolipider vara aktuella: fosfatidylinositol, fosfatidyl-
serin, fosfatidylglycerol, cardiolipin, bismonoacylgly-
cerolfosfat samt fosfatidsyra. Men inga av dessa hade
samma retentionstid som flécken.

Vi skickade in manuskriptet till FEBSLetters fore
jul 1982 och det publicerades i februari 1983. Sista
meningen i abstract lyder ” Our currently available
information on the chemical structure of the lipid is
also given”. Men i Discussion bekdnner vi “There are
several alternatives for the structure” I &rlighetens
namn hade vi ingen aning om vad flicken var utom
att den uppstod hos rattor som drack alkohol. Februari
1983 var £.6. en bra ménad. Utover glidjen med publi-
kationen av en ny och unik fosfolipid s& blev jag den
manaden professor i medicinsk neurokemi vid Lunds
Universitet och 6verlakare i klinisk kemi och var 44 &r.
Till min stora glidje sa flyttade Lena Gustavsson med
till Lund.

Flickens identitet gjordes sannolik genom mass-
spektrometri i Anggirds grupp som via head-space
teknik fann etanolmolekyler samt genom enzymatisk
degradation till fosfatidsyra med fosfolipas D av Lena
Gustavsson. Flacken var fosfatidyletanol (PEth)! Ald-
rig tidigare hade den pavisats i djurriket.

Direfter intraffade tvd hdndelser som gjorde att
PEth-forskningen tog en annan vag eller rattare sagt
lades pa is. Gruppen pa Karolinska Institutet med-
delade att frysskapet dar rittorganen hade forvarats
inte hade héllit minus 20 grader utan hogst minus 10
grader. Vi hade borjat att ldsa in oss pa fosfolipas D och
lart oss att gronsaker kunde fa bildning av fosfatidyl-
estrar genom fosfolipasaktivering vid minus 10 grader.

Var vart pavisade PEth en artefakt? I en BBA publi-
kation 1985 visade vi att PEth bildning i rattnjurar som
var alkoholexponerade men forvarade vid olika tem-
peraturer under sju dagar hade hogst olika méngder
PEth. Vid rumstemperatur och minus 80 grader fanns
mycket laga mangder PEth men vid minus 10, minus
15 och minus 20 var halten 75 ganger hogre. Alltsa, i
huvudsak en artefakt! Tyvérr! Trodde vi da!

Om allt detta skrev Gustavsson 1987 en bra avhand-
ling med nio delarbeten och fortsatte med fosfolipas D
forskning. Hon fick ddrefter det prestigefyllda ESBRA
Nordman Award som Europas baste biologiska alko-
holforskare under 40 ars alder, ett pris som delas ut
vartannat ar.
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Detektion av lipider vid kromatografi
Fosfolipider som separerats i kromatografiska
system, t.ex. genom HPLC (hogtryckviatskekro-
matografi) dr svara att detektera med kvantitativ
teknik. De ger inte utslag t.ex. med elektrokemisk
detektor eller UV-detektor. Genom olika kon-
taktnit i Lund larde vi kinna Géran Odham och
hans grupp. Odham kom fran Stenhagens grupp
i Goteborg och forskade pd feromoner, vilka
har lipidegenskaper. Odhams grupp anvinde
en detektor som ger utslag i relation till den
ljusspridning av en laserstrale som lipidpartiklar
astadkommer. Detektorn benimnes ELDS (eva-
poration light-scattering detector). Ett enormt
arbete har lagts ner av Steina Aradottir i var
grupp for att f& HPLC-ELSD tekniken optimerad
for PEth. Kolonnseparationen kraver tertidr gra-
dient, responsen ér inte linedrt, en internstandard
behovde utvecklas och fororeningar som felkallor
uteslutas. Ar 1996 boérjade vi anvanda metoden
i PEth-forskningen. Den forsta publikationen i
vilken vi anvant HPLC-ELSD metoden kom 1998
och var forsta delarbetet i Artur Vargas avhand-
ling.

Foto: Henrik Alfthan, Svalbard, Norge.

Andra vyer
Under 1980-talet flyttades fokus i den biologiska alko-
holforskningen fran levern till hjarnan. Plenarféredrag
och symposier pa de internationella kongresserna
handlade om hjdrnans mekanismer vid uppkomst av
beroende. Speciellt intressant var forskningen kring
den 6kning av tolerans for alkohol som &r s& karak-
teristisk for alkoholisten, dvs att tdla mera men ocksa
kriva mera alkohol. I olika modellsystem (djur och
cellodling) visades hur receptorer upp- eller ned-
reglerades, second messengers 6kade eller minskade
och den intracelluldra signaltransduktionen forskéts i
patologisk riktning hela vigen in till genexpressionen.
De flesta forskargrupper, frimst i USA, satsade pa
jonkanalerna eller c-AMP. Vir grupp i Lund var bra
pa fosfolipider och fosfolipaser, viktiga fér G-protein
kopplad signaltransduktion. S& vi satsade alkohol-
forskningen pé fosfolipas C och inositol-tris-fosfat och
diacylglycerol, och pa fosfolipas D och fosfatidsyra i
olika experimentella modeller. Sjélv akte jag som gést-
forskare till UCSF i San Fransisco under 12 ménader
1990 -1991 och lirde mig odling av cellinjer, framst
sddana som hade nervcellslika egenskaper.

Gistfrihet och ett slags social generositet kdnne-
tecknade klimatet pa Gallo Clinical and Experimental

(Fortscetter side 16)
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Research Centre. Sémre var det med givmildheten nér
det gillde att dela med sig av buffertar, odlingsmedier
etc. Alla, inklusive jag sjdlv, fick gora allt frén grunden
siasom pH-meter kalibrering och utrakningar frén
scintillationsmitning. Var och en hade egen hylla i kyl-
skapet och dér stod samma beredningar p4 varje hylla.
S4 ineffektivt, men ingen skulle kunna skylla pi nagon
annan nér resultaten hade gitt at pipan. Alla hade “gar-
den uppe” nér det gillde pagéende forskning.

Dirfor blev aven jag lite misstdnksam nar chefen,
professor Ivan Diamond bérjade intervjua mig om
PEth som han hade ldst om bla. i mitt CV. ”Varfor
satsar du inte alla era resurser i Lund p& PEth. Varfor
satsa pa lipasmedierad signaltransduktion och cellers
toleransokning nir ni har en egen molekyl?” Vad var
han ute efter? Rddd for konkurrens? Nej, det var helt
enkelt ett gott rdd som man borde f6ljt fran 1990. Men
i sé fall s& var ju UCSF vistelsen bortkastad for min del
och jag ville inte skicka hem ett brev till doktoranderna
i Lund s& som Svennerholm gjorde till mig 1970. Kan-
ske var det fel. Det dr latt att vara efterklok.

Ater hemma i Lund startade vi cellodlingar i stor
skala, exponerade for alkohol och matte signaltrans-
duktion i form av second messengers. Det har blivit
manga publikationer och fem bra avhandlingar (Per
Simonsson, Christer Larsson, Wei-Qun Ding, Ulrik
Fried, Murielle Hellsten Caron) inom det omrédet.
Men PEth forskningen befann sig i dvala. Eller kanske
i vantelage?

Kliniska studier
Dock éteruppstod forskningen om PEth i var grupp
genom ett fynd som vi publicerade 1994. Virlden 6ver
anvinde man C-14 markt etanol i lipidextrakt som
matt pa fosfolipas D aktivitet, dvs PEth bildning. Inte
bara signaltransduktion i nervceller utan manga andra
celler reagerar pa yttre stimuli via fosfolipas D aktvitiet
bl.a.de neutrofila granulocyterna i samband med respi-
ratory burst. Detta studerade Christofer Lundqvist i
sitt avhandlingsarbete pd alkoholister. For sikerhets
skull kontrollerade han att patienterna och kontrol-
lerna inte hade négon basal PEth fore stimulering. Men
det hade alkoholisterna! Fem av atta alkoholister hade,
i motsats till kontrollerna, métbara nivéer, dock endast
nagra pmol/miljon neutrofila celler.

Den upptickten lag och malde i bakhuvudet pa
oss som var intresserade av PEth. Kunde sdédana mat-
ningar bli en ny klinisk markér for alkoholism? Nej,
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En stolt handledare har just promoverat sin sista doktorand,
Steina Aradottir.

det var ju helt orealistiskt att forsoka utveckla en kli-
niskt anvindbar metod for rutinbruk som forutsatte
att provmaterialet utgjordes av neutrofila granulocyter.

Strax ddrefter anslot sig docent Per Hansson, bitré-
dande overlidkare vid laboratoriet, till var grupp. Han
hade disputerat inom lipidomradet och gjort ett ars
post-doc i England och ville borja med nagot nytt. Han
var en frisk flakt och gjorde den sjélvklara reflektionen
att om PEth fanns i de neutrofila granulocyterna sa
fanns PEth forstas ocksé i helblod.

Heparinblod erhoélls fran alkoholister pa S:t Lars
sjukhus. Blodet lipidextraherades och lipidfraktione-
ran analyserades med hjélp av tunnskiktskromatografi,
firgning och densitometri. Alla hade mitbara PEth
nivéer. Vi var hipna och jag kinde mig forflyttad bakat
i tiden da vi analyserade rattor fran Karolinska Institu-
tets trasiga frysskap.

Ett par alkoholister fran alkoholklinken i Malmé
kunde foljas med upprepade métningar under tre
veckor och nivéerna sjonk successivt. Hos den ena
kunde PEth pavisas dven den fjarde veckan. Detta
publicerades 1997 och nu blev det full fart pa PEth
forskningen. Det behovdes béttre analysmetoder, kun-
skap om dos-respons och var i blodet PEth fanns
nagonstans, in vitro studier, forekomst i andra organ
an blodet, provmaterialets hallbarhet, djurexperimen-
tella studier, osv. Utéver Lena Gustavssons avhandling
har det blivit tre avhandlingar om PEth (Christofer
Lundgqvist. Arthur Varga, Steina Aradottir).

Anyo klickte Per Hansson en brilljant idé. Han
forslog att studentspexare skulle registrera sitt alkoho-
lintag under tre veckor fore premiér av spexforestall-
ning. Det var allmént kint att de studenterna drack

(Fortseetter side 18)
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mer alkohol &n vad som kan betraktas som halsosamt.
Etiska kommittén gav sitt godkdnnande. Resultaten var
uppmuntrande. De spexare som druckit mest alkohol
hade hogst nivaer PEth i blod och de fyra som druckit
minst hade inte mitbara nivaer, dvs mindre an 0,8
pumol/L helblod. Nésta fraga som besvarades i publi-
kationen 1998 var huruvida ett engangsrus pd ca 1 %o
var tillrdckligt for att ge upphov till 0,8 pmol/L PEth.
Sé var icke fallet.

Vid Vargas disputation gjorde en ledamot i betygs-
némnden f6ljande kommentar som etsade sig fast hos
o0ss. “Ja, det hér dr nog sé bra; ny molekyl, avancerad
teknologi, hog specificitet vid alkoholmissbruk, men
hiérifrén till praktisk tillimpning och implementering
i sjukvardens malgrupper ar det lang, lang viag” Ack,
hur rdtt hade han icke!

Men vi var stolta 6ver vir metod med “lagom”
sensitivitet, 100 % biologisk specificitet, troligen
nagon form av dos-respons, acceptabel CV% och inga
uppenbara felkillor.

En period av forskning 6ver mera grundldggande
fenomen vidtog. Vi fann snart att allt PEth i helblod
fanns i erytrocyterna och att det inte hade bildats i
benmirgen under missbruksperioden eftersom PEth
bildades in vitro i erytrocyter, lika mycket hos alkoho-
lister som i erytrocyter fran friska.

Normaliseringstiden hos alkoholister utreddes
ytterligare i storre patientmaterial. Halveringstiden
for PEth i blod &r ca fyra dygn. Eftersom métvirdet
skall ner till detektionsgransen s blir normaliserings-
tiden beroende av utgingsvirdet. Inga alkoholister
som behover sjukhusvéirdas for avgiftning kommer
ner till detektionsgransen under forsta veckans vard.

Ater till djur och celler

Att atervanda till djurférsok var oundvikligt. En stor
del av Steina Aradottirs avhandling 2004 upptar djur-
forsok. Med den moderna lipidteknologin och kun-
skaper om felkillor har hon kartlagt PEth bildning
i de flesta av rattans organ saval efter engangsdos av
alkohol som efter langtidsexposition i dricksvatten
eller i flytande diet.

Resultaten var entydiga. Lungor och njurar far
hogst nivaer medan skelettmuskel och pankreas inte
verkar bilda PEth. Magsiack och tarmar hade hoga
nivaer hos djur som fatt alkohol per os. Markligt nog
kunde PEth inte pavisas i helblod hos rattor eller
andra djur. Om det bara dr ménniskan bland alla
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dédggdjur som bildar PEth i erytrocyter sa har vi ytter-
ligare ett serendipity fenomen.

En fréga som vi ofta diskuterade var huruvida PEth
molekylen, ofysiologisk som den ar, pa nagot satt kan
vara skadlig fér kroppens olika organ. Redan i slu-
tet av 1980-talet hade man i en reviewartikel i New
England Journal of Medicine om alkoholorsakad
kardiomyopati lyft fram PEth som en bland ménga
tankbara kandidater till cellskada. Det finns &nnu
inget svar pa frigan. Djuren med PEth i néstan alla
organ madde bra, betedde sig normalt och organen
hade normalt utseende. In vitro test for celldod eller
apoptos pé odlade celler som inneholl PEth visade
inget abnormt. Men det var ju cell-linjer med inne-
boende tumoregenskaper som darfor ar livskraftiga.
Humanmaterial 4r inte latt tillgdngligt. Det narmaste
vi kom var slemhinnebiopsier pa alkoholister tagna
for annat dndamal, men provmingden har aldrig
rackt till for analys. Men f6r varje PEth molekyl som
bildas, forlorar cellmaskineriet en fosfatidsyra att
anvinda i den intracelluldra signaltransduktionen. Sa
lite fel i cellbiologin blir det nog.

Alternativ mdtmetoder

HPLC-ELSD ér svar och tidskrivande metodik.
Nir det kliniska virdet av PEth bestamning nu fatt
internationell spridning sa har ett intensivt metod-
arbete kommit i gang for att géra matningarna
enklare, snabbare och kansligare.

Varga i Lund utvecklar ett system med kapillar-
kromatografi som mojliggor métning pa fmol niva
och 10 ggr snabbare 4n HPLC-ELSD.

Helander i Stockholm och Weinman i Freiburg
har publicerat metoder som bygger pd LC-MS/MS
med elektrosprayjonisation och Stewart i Charles-
ton, South Carolina, USA har satsat pa HPLC-MS/
MS.

Dessa metoder dr snabba, kénsliga och sakra.
Troligtvis kommer de att ersitta HPLC-ELSD av
tekniska skal, men dé uppstéir nya problem. Efter-
som de &r s kinsliga sd blir alla, utom helnykte-
rister “positiva’ och dven ett mattligt engangsrus
ger utslag.

Vidare sa finns det, atminstone teoretiskt, 36
olika molekyldra species med varierande fettsyra-
innehall. Man kan forstas valja att kvantifiera och
summera nagra av de species som har hogst kon-
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centration men har 6ppnar sig ett enormt stort falt
for standardisering, nya referensvarden for normal-
populationer av olika slag, riskkonsumenter och
ruskonsumenter. Vidare maste man undersoka om
alkoholisternas molekyldra species dr av samma
slag som friska personer har. Véra fynd som publi-
cerades i supplementet till Acta Med Scand 1982
talar for motsatsen.

I Oulu, Finland har man sedan flera ar satsat
pa en antikroppsmetod. Forskargruppen har fatt
ett europeiskt patent (Method and antibody for
detecting alcohol consumption) Man har tagit
fram cellinjer som producerar IgM antikroppar
mot PEth genom att selektera bland de olika IgM
som generats fran varierande regioner i mRNA for
antikropparna. Bindningen till PEth méts med flu-
oroscensimmunoassay och flédescytometri. Annu
har inga resultat fran alkoholmissbrukande mén-
niskor publicerats. Patentet har emellertid hindrat
andra forskargrupper och/eller bioteknikf6retag att
prova denna framkomstvig.

Nulige for tillimpning inom sjukvarden

Den 15 maj 2006 informerade Laboratoriet for Kkli-
nisk kemi och farmakologi vid Universitetssjukhuset
i Lund sina bestéllare om att man erbjod en ny analys
for alkoholmissbruk. Anvindningsomradet 4r ungefir
detsamma som fér CDT men den kliniska informatio-
nen &r sakrare. Analysen bendmnes B-PEth (fosfatidy-
letanol i helblod).

Vart laboratorium har under de senaste tio dren
utfért 10 000 CDT-analyser arligen, sd det var natur-
ligtvis med spanning som vi avvaktade den nya
analysens konkurrenskraft. I juni 2006 fick vi 140
Peth-prov. Under 2007 korde vi 9 400 CDT- och
4 700 Peth-analyser i rutinsjukvard. Under 2008 bor-
jade PEth att komma upp i CDT-nivé och under for-
sta halvaret 2009 sa gjordes 5 515 Peth-analyser och
5493 CDT-analyser.

Utover det som vi publicerat om PEths anvindning
inom alkoholistvarden sé finns det i dag ocksé publi-
kationer om virdet att avsloja alkoholmissbruk med
hjalp av PEth inom intensivvarden, vid hypertoni och
leversjukdom,vid kontroll av rattnykterhet, inom ritts-
medicinen och muntliga vittnesmal om virdet inom
gastroenterologi och primérvard.

Klinisk validering

Vi tog vi mod till oss och genomforde 2003-2005
en stor studie i tva grupper av alkoholister, sam-
manlagt 144 individer. Patienternas alkoholkon-
sumtion under tva veckor fore provtagning upp-
skattades med s.k. timeline follow-back intervju.
Den gér till s att patienten forst sjélv skriver ner
sitt alkoholintag dag for dag sd gott det gir, tva
veckor bakat i tiden. Darefter intervjuas patien-
ten av en erfaren alkohollékare for att konfirmera
eller korrigera uppgifterna. Detta ar tidskravande
och maste ske nér patienten kan och vill, dag eller
natt, vardag eller sondag, inte ndr likaren har
tid avsatt for forskning. Detta dr beundransvard
tenacity.

Vi fann att PEth korrelerade mycket battre till
alkoholintaget an CDT, GT eller MCV, eller en
kombination av dessa. PEth hade 99 % diagnos-
tisk sensitivitet, medan de andra markérernas
sensitivitet varierade mellan 40 och 77%. En

(Fortseetter side 20)
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kombination av CDT och GT kom upp till 94 %
sensitivitet. I intervallet 40 - 80 gram etanol per
dag sa var CDT och GT sensitivitet ca 50 % och
6ver 200 gram etanol per dag inte battre dn 85
%. Det fanns “non-responders” for savil CDT
som GT men endast en av 144 for PEth. Halften
av patienterna var inneliggande och svart sjuka
alkoholister, medan hilften gick pd en Oppen-
vardscentral for sitt alkoholmissbruk. Resultaten
var lika i bada grupperna men négot tydligare i
oppenvardsgruppen.

Publikationen kom i Alcohol and Alcoholism
den 19 april 2006 och det var nog den som gjorde
att Laboratoriet for klinisk kemi och farmakologi
gick ut med sin information och sitt erbjudande
om PEth analyser den 15 maj 2006.

Lirdomar och visdomar

Det ar latt att vara efterklok. Borde jag ha fattat andra
beslut ndgonstans under resans lopp? Maste det ta 25
ar for att en biologisk upptéckt skall bli riktigt nyttig
i sjukvarden?

Min slutsats blir att i detta fall var det nodvan-
digt. Hela 1970-talet behovdes for teknikutvecklingen
inom det lipidkromatografiska omradet. Under 1980-
talet flyttades fokus inom den biologiska alkohol-
forskningen fran lever till hjarnan och i bérjan av
1990-talet rasade en revirkamp om signaltransduk-
tionsvdgarna. Hade vi envisats med att spara sma
mingder PEth med ditidens tekniker eller forsokt
fordjupa oss i den svara fosfolipas D enzymologin i
slutet av 1980-talet s& hade min forskargrupp troligen
upplosts. Dessutom fantiserade vi ju inte om PEth
som en kliniskt kemisk analys for alkoholmissbruk.

Med det som jag framfor allt vill framhalla ar
att ansokningarna till davarande Medicinska Forsk-
ningsradet avgjorde inriktningen. Det gillde att
kunna beritta en trovidrdig historia som var sam-
manhallen och vil forankrad i den internationella
forskningsfronten. Det var otdnkbart att forsoka
glinsa med en kromatografisk flick, kallad PEth. Och
dér har vi dagens problem i svensk medicinsk forsk-
ning. Man skall undvika “spretig forskningsstruktur”
Kraftsamla i "centers of excellence”!

Men ddr kommer man inte att uppticka nya pato-
logiska molekyler, bildade i trasiga frysskap.
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Nye norske anbefalinger for rapportering og
tolkning av troponin resultater
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I de siste atte til ti ar har troponi-
ner veert den viktigste biomarker
for pavisning av myocardskade i
den vestlige verden. Det males to
typer kardiale troponiner, Tropo-
nin T (TnT) og Troponin I (Tnl).
Hvordan analyseresultatene tol-
kes og hvilke beslutningsgrenser
som finnes for diagnosen akutt
hjerteinfarkt har store konse-
kvenser, ikke minst for prevalen-
sen av akutt coronar sykdom i en befolkning. Pa tross
av dette er praksis forskjellig ved ulike sykehus, bade
i norske laboratorier og internasjonalt (1, 2). Dette
er et problem, bidde i den vanlige kliniske hverdag
og i forskningsarbeid, fordi pasientens diagnose da
ikke bare er avhengig av symptomer og funn, men av
hvilket sykehus vedkommende er innlagt ved. I 2007
anbefalte Norsk Cardiologisk Selskap, med utgangs-
punkt i de siste internasjonale anbefalinger, at for
TnT skal 0,03 pg/L brukes som beslutningsgrense for
diagnosen akutt hjerteinfark (1). Pa Norsk selskap for
medisinsk biokjemi (NSMB) sitt varmete i 2008 (der
Norsk Cardiologisk Selskap var representert) disku-
terte man kardiologenes anbefalinger, bla. pa bak-
grunn av at det var forventet at Roche ville lansere sin
hey-sensitive TnT analyse i neer fremtid. I etterkant av
motet nedsatte NSMB en arbeidsgruppe som skulle
gi anbefalinger vedrgrende implementeringen av den
nye analysemetoden i norske laboratorier.

et
Kristin M. Aakre

Hvordan diagnostisere akutt hjerteinfakt
Det er internasjonal konsensus om diagnosekriteriene

for akutt hjerteinfarkt (3): Det skal pavises karakte-
ristisk stigning og/eller fall i troponinverdier, i tillegg
til endringer relatert til EKG, klinikk eller billeddiag-
nostikk. Grensen for et forhgyet troponin nivé angis
som 99 percentilen i en referansepopulasjon (dvs.
en gruppe hjertefriske voksne i ulike aldre) (4). Som
tilleggskriterium kreves ogsd vanligvis at total analy-
tiske usikkerhet (inklusiv lot til lot variasjon), uttrykt
som variasjonskoeffisient (CV), skal veere 10 % eller
lavere (4). Dersom denne er hoyere ved konsentrasjo-
nen svarende til 99 percentilen, oppjusteres vanligvis
beslutningsgrensen for akutt hjerteinfarkt til en kon-
sentrasjon hvor 10 % CV kan oppnées. Det er viktig
a veere klar over at selv om troponinene er hjertespe-
sifikke markerer, er det bare iskemisk myokardskade
som kvalifiserer for diagnosen akutt hjerteinfarkt. For-
heyede troponinverdier kan finnes ved alle former for
hjertesykdom og i relasjon til en rekke andre tilstander,
blant annet nyresvikt, sepsis og traumer (5).

De ulike troponin metodene

For maling av Tnl finnes det i dag flere ulike metoder.
Disse benytter ulike antistoffer, og malenivaet og 99
percentil er derfor forskjellige for de ulike metodene.
Beslutningsgrensen for akutt hjerteinfarkt vil derfor
veere avhengig av hvilken TnI metode som benyttes.
Noen av Tnl metodene har sveert god sensitivitet og
tilfredsstiller kravet om 10 % analytisk CV ved 99
percentilen (6-12).

Nar det gjelder TnT, finnes det kun en produsent.
Frem til januar 2009 ble det benyttet en TnT metode
med oppgitt 99 percentil i referansepopulasjonen pa
0,01 pg/L (6, 13), som ogsd var den laveste mélbare
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konsentrasjon (kvantifiseringsgrensen) for analysen.
Den analytisk kvalitet var imidlertid darlig ved sa lav
konsentrasjon, og ogsa ved den anbefalte beslutnings-
grense for akutt hjerteinfarkt pa 0,03 pg/L (1) var det
vanskelig 4 oppna tilfredsstillende presisjon.

Tidlig i 2009 ble det s& lansert en TnT analyse-
metode (hsTnT) med heyere sensitivitet og lavere
deteksjonsgrense enn tidligere metoder. I forelgpige
evalueringsrapporter fant man at 99 percentilen for
referansepopulasjoner var 0,014 pg/L, og analysen
synes 4 tilfredsstille kravet om 10 % analytisk CV ved
denne konsentrasjonen. Hoy sensitiv TnT (hsTnT) vil
trolig ha erstattet den néverende 4. generasjons TnT
analysen ved norske laboratorier i lapet av 2009.

Hva gjorde arbeidsgruppen?

Arbeidsgruppen baserte sine rekommandasjoner pa
tilgjengelig litteratur og informasjon fra produsen-
ter av de aktuelle troponinmetodene. Det ble ogsa
foretatt en kartlegging av rutinene ved norske syke-
hus ved hjelp av et sporreskjema som ble sendt til

70 norske laboratorier (inkl samtlige akuttsykehus).
Dette fokuserte pa type troponinanalyse og instru-
ment, nedre grense for rapportering av analysesvar
til rekvirentene og lokal beslutningsgrense for akutt
hjerteinfarkt, samt rutiner for kvalitetskontroll.

Hvilke anbefalinger ble gitt?

Endring av enhet for analysen

P4 bakgrunn av at de fleste troponinmetoder na har
betydelig bedre sensitivitet enn da analysene ble
introdusert, ble det anbefalt a skifte enhet fra ug/L
til ng/L, dvs. at “gamle” verdier multipliseres med en
faktor pa 1000. Dette for & hindre misforstaelser som
lett kan oppsta ved rapportering av analysesvar med
tre desimaler, seerlig ved muntlig formidling i hastesi-
tuasjoner. I Norge er det enighet om denne endringen
bade i Norsk Selskap for Medisinsk Biokjemi og
Norsk Cardiologisk Selskap, men det er ingen formell
konsensus i Norden eller internasjonalt. Uformelle
tilbakemeldinger fra klinikerne i etterkant tyder pa at

(Fortscetter side 26)

Foto: Henrik Alfthan, Svalbard, Norge.
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de er forngyd med endringen, selv om den i starten
medferte en del unedvendige henvendelser til hjerte-
avdelingene, spesielt fra avdelinger som ikke vanligvis
bestiller troponinanalyser.

Intern kvalitetskontroll

Det ble anbefalt at analytisk CV felges ved minst to
ulike konsentrasjoner, der den laveste ber veere neer
beslutningsgrensen for akutt hjerteinfarkt. Sperreun-
dersokelsen viste at brukere av pasientnere instru-
menter ikke utferte intern kvalitetskontroll. Dette
kan skyldes at det er kostbart eller vanskelig & utfore.
P4 grunn av troponinenes sentrale betydning i dif-
ferensieringen mellom ufarlige og potensielt livstru-
ende arsaker til brystsmerter, ma adekvat analytisk
kvalitet sikres. Anbefalingene presiserer at det ma
stilles samme krav til dokumentert analytisk kvalitet
ved bruk av pasientnere instrumenter som ved bruk
av store, stasjonere instrumenter. Som minimum
kreves det at instrumentet gir tilstrekkelig noyaktige
analysesvar ned til den konsentrasjon som benyttes
som beslutningsgrense for hjerteinfarkt. Alle som
analyserer troponiner ma ogsa delta i et eksternt kva-
litetskontrollprogram.

Beslutningsgrensen for akutt hjerteinfarkt:

Troponin I

Sperreundersokelsen viste at det ble benyttet ulike
beslutningsgrenser for diagnostisering av akutt hjer-
teinfarkt bade for TnT analysen og i enda sterre grad
for de ulike TnI analysene. For Tnl analysene ble det
derfor anbefalt & benytte 99 percentilen for metoden
(oppgitt av produsent) som beslutningsgrense for
akutt hjerteinfarkt, forutsatt at man kunne oppna
10% CV ved denne konsentrasjonen. Laboratoriet ma
utfore intern kvalitetskontroll ved beslutningsgrensen
for a sikre at man klarer & holde tilfredsstillende ana-
lysekvalitet. Dersom man ikke klarer kravet om 10%
CV ber man undersoke folgende;

1. Klarer andre laboratorier a oppna 10% analytisk
CV ved denne konsentrasjonen?

2. Finnes det dokumentasjon i uavhengige publi-
serte studier for at det er mulig & oppna 10% ana-
lytisk CV ved den gitte konsentrasjon?

Dersom svaret pé disse sparsmalene er nei, ble bru-
kerne av metoden anbefalt a diskutere seg imellom,
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og i samrdd med klinikerne bli enige om en felles
beslutningsgrense som det finnes dokumentasjon for
i litteraturen, og der man har erfaring med at kravet
om 10% CV kan innfries. Egen litteraturliste ble ved-
lagt (6-13).

Troponin T

Den nye hsTnT analysen tilfredsstilte i folge forelop-
ige evalueringsrapporter kravet om 10 % CV ved 99
percentilen (14 ng/L) i en referansepopulasjon, og
det ville derfor vaere logisk a senke beslutningsgren-
sen for akutt hjerteinfarkt til dette nivdet. Denne
informasjonen var, da anbefalingene ble gitt, ikke
tilstrekkelig verifisert i uavhengige studier. Det er
ogsa kjent at tidligere metoder for TnT (inkludert 4.
generasjon) kan gi forheyede verdier ved andre til-
stander enn iskemisk utlest myocardskade (5). Ved a
senke beslutningsgrensen er det derfor mulig 4 oppna
bedre sensitivitet for hjerteinfarkt, men samtidig vil
spesifisiteten for denne diagnosen klart bli darligere.

Data fra produsenten viste ogsé at den nye meto-
den gav 50 til 100% heayere verdier i lavt niva, sam-
menlignet med den gamle. Dersom man ensket &
beholde beslutningsgrensen uforandret i forhold til
tidligere (30 ng/L), burde man for den nye metoden
derfor heve beslutningsgrensen til 50-60 ng/L. Den
tidligere benyttede grensen pa 30 ng/L var bestemt
pa bakgrunn av darlig presisjon i lavt niva av 4.
generasjons analysen, og ligger langt hoyere enn 99
percentilen og det er ingen god dokumentasjon for
a viderefore denne.

Til tross for konsensusen om & bruke 99 percenti-
len i en referansepopulasjon som beslutningsgrense
for akutt hjerteinfarkt, diskuteres det internasjonalt
hvor den nye grensen skal ligge, og verdier mellom
15 og 60 ng/L er altsd aktuelle. Arbeidsgruppen
besluttet derfor i samarbeid med Norsk Cardiolo-
gisk Selskap & viderefere 30 ng/L som beslutnings-
grense for akutt hjerteinfarkt, inntil internasjonal
konsensus om nye grenser foreligger. Man avventer
erfaring med den nye hsTnT og en eventuell doku-
mentert positiv effekt av en lavere beslutningsgrense
i storre kliniske studier.

Nedre grense for rapportering av TnT
analyseresultater

De fleste laboratorier benytter deteksjonsgrensen
(lavest malbare konsentrasjon) for den aktuelle

(Fortseetter side 28)
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analysemetoden som nedre grense for rapportering
av analyseresultater, selv om analytisk usikkerhet
sannsynligvis er meget hoy (10) og uten at labo-
ratoriene selv har undersekt hvilken CV man har
ved disse nivaene. Den nye, heysensitive metoden
far sannsynligvis en deteksjonsgrense pa nermere
2 ng/L. Ved overgang til ny metode anbefales det &
bruke 10 ng/L som nedre grense og at analysesvar
som er lavere enn dette rapporteres som < 10 ng/L.
Bakgrunnen er at analysesvar som ligger mellom 2
og 10 ng/L har stor analytisk usikkerhet, er sarbare
for analytisk interferens (bl.a. hemolyse), og at resul-
tater i dette omradet forelopig ikke har tilstrekkelig
kjent klinisk betydning. I forbindelse med forsk-
ningsprosjekter kan det imidlertid vaere aktuelt a
utgi lavere resultater.

Oppsummering

For & sikre en enhetlig praksis er det nad utarbeidet
anbefalinger for hvordan Troponin T og Troponin I
ber implementeres i norske laboratorier. Analysen
har skiftet enhet fra ug/L til ng/L. Beslutningsgrensen
for akutt hjerteinfarkt vil veere 30 ng/L for TnT, mens
for Tnl metodene benyttes 99 percentilen oppgitt av
produsent forutsatt at laboratoriet kan oppnd 10% CV
ved denne konsentrasjonen. Alle brukere av tropo-
ninanalysene mé delta i ekstern kvalitetskontroll og
gjore daglig intern kvalitetskontroll ved to nivaer, der
det ene ber ligge neer beslutningsgrensen for akutt
hjerteinfarkt.
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ProGRP- en lovende tumormarker for
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Progastrin-releasing peptid (proGRP) er en
forholdsvis ny og lovende tumormarker for
smadcellet lungekreft (SCLC). Neuronspesifikk
enolase (NSE) er per i dag den primcere tumor-
markoren for denne pasientgruppen, men
kombinert analysering av de to markorene har
vist a gi en klar okning i diagnostisk sensitivi-
tet. ProGRP er ogsd vist a4 veere verdifull for
a skille mellom begrenset og utbredt sykdom.
Malet vart har veert a utvikle en robust og
automatisert immunologisk analyse basert pa
monoklonale antistoffer mot proGRP for bruk
i kliniske rutinelaboratorier.

Biokjemi
ProGRP er forlgperen til neuropeptidet gastrin-relea-
sing peptid (GRP) som er pattedyr-analogen til bom-

besin som finnes i amfibier. Bombesin ble forste gang
isolert fra huden til froskearten Bombina bombina i
1971, og atte ar senere ble GRP isolert fra grisemage
(1). GRP-genet koder for en pre-proform av peptidet
som bestér av 148 aminosyrer og kalles for preproGRP
(-23-125). Ved prosessering av aktivt GRP dannes
forst den inaktive formen av peptidet proGRP (1-125)
ved proteolytisk klgyving av den N-terminale signal-
sekvensen (aminosyre -23-1) (2). Videre klgyving og
amidering resulterer i aktivt amidert GRP (1-27) og
det resterende C-terminale peptidet proGRP (31-125).
GRP (18-27)-amid produseres ogsa ved proteolytisk
klgyving, men det er ikke kjent om denne klgyvingen
skjer for eller etter amidering. I tillegg er det funnet
flere kloyvingsprodukter av det C-terminale proGRP
(31-125) peptidet i SCLC cellelinjer.

Amidert GRP (1-27) og GRP (18-27) er biologisk
aktive peptider med tre kjente reseptorer i men-
neske, Neuromedin B reseptor (NMBR), GRP reseptor
(GRPR) og Bombesin reseptor subtype 3 (BRS-3). GRP
reseptor er en G protein syv-transmembranreseptor
som finnes i sentralnervesystemet og i mage-tarmsys-
temet. De aktive GRP-peptidene er identifisert i mange
ulike vev i kroppen, men hgyest konsentrasjon finnes
i neuroendokrine celler i lungene hos fostre, neuroner
i sentralnervesystemet og i mage-tarmsystemet. Hoy
konsentrasjon av GRP i lungene hos fostre indikerer at
petidet kan ha en rolle i utviklingen av lungene. GRP-
stimulert vekst av SCLC-cellelinjer bade in vitro og in
vivo indikerer at peptidet ogsd har en positiv autokrin
effekt (3). I tillegg viser studier at GRP har en neurore-
gulatorisk rolle og virker inn pa hormonsekresjon ved
blant annet utslipp av gastrin, derav navnet gastrin-
releasing peptid.

Siden neuropeptidet GRP ofte produseres av SCLC-
celler er det en potensiell tumormarker for pasienter
med smécellet lungekreft, men peptidet har vist seg a
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veere sveert ustabilt i blod. Propeptidet derimot er mer
stabilt i serum. Den forste radioimmunanalysen for
proGRP ble utviklet for 10 ar siden, raskt etterfulgt av
en ELISA-analyse (4). Ved bruk av ELISA-analysen er
det vist at proGRP er en nyttig marker for SCLC (5)
og muligens ogsé for subgrupper av pasienter med
prostatakreft og medulleere thyroideacarcinomer med
neuroendokrin differensiering (6;7).

Produksjon og karakterisering av monoklonale
antistoffer

Ved studiestart fantes det kun en kommersiell analyse
for proGRP, en ELISA-analyse basert p4 monoklonale
og polyklonale antistoffer. Normalkonsentrasjonen av
proGRP hos friske individer er under 60 ng/L, mens
hos kreftsyke pasienter kan konsentrasjonen komme
opp i over 20 000 ng/L. Dette stiller store krav til ana-
lyseantistoffenes affinitet.

Vi har immunisert mus med rekombinant proGRP
av ulike storrelser (aminosyre -23-125, 1-98 og 31-98).
For a gjore peptidene mer immunogene ble de blant
annet uttrykt sammen med Fc-delen pd et immu-
noglobulin, konjugert til tyroglobulin eller modifisert
med dinitrofenol (DNP) (8). Mus som var blitt immu-
nisert med ubehandlet proGRP viste ingen immun-
respons, mens mus immunisert med bearbeidede pro-
GRP-peptider ga gode immunsvar. Totalt syv fusjoner
resulterte i 19 monoklonale antistoffer som bade var
reaktive mot rekombinant
og naturlig proGRP.

antistoffene har derfor trolig konformasjonsavhengige
epitoper, ettersom metoden kun detekterer lineeere
epitoper. De fleste av disse er ogsa tatt med i figur 1, og
bindingsomradet er indikert med et storre felt.

Det er vanskelig 4 vite neyaktig hvorfor vi har lykkes
med & produsere gode antistoffer mot proGRP. Allike-
vel kan jeg peke ut noen faktorer som kan ha virket inn
pa de vellykkede resultatene. 1) Lang immuniserings-
tid med lave antigendoser med 1-3 méaneders interval-
ler i opptil seks méneder og en endelig boosting med
hey proGRP konsetrasjon rett for fusjon, og 2) bruk av
immunogene beereproteiner som thyroglobulin i kom-
binasjon med Freunds adjuvant og immunisering med
ulike lengder av proGRP peptidet.

Ny immunometrisk analyse for proGRP

For 4 lage en immunometrisk analyse for proGRP
ble ulike parkombinasjoner av de monoklonale anti-
stoffene evaluert. MAb E146 som solidfaseantistoff
sammen med mAb E149 som deteksjonsantistoff ga
innledningsvis en god analyse (8). Men deteksjonsanti-
stoffet viste seg & ha lavere affinitet for peptidet nar det
var immobilisert til solidfaseantistoffet sammenliknet
med fritt peptid, noe som forte til ustabilitet i analy-
sen. For & finne de beste antistoftkandidatene benyttet
vi derfor i andre omgang en screening-metode som
var mest mulig lik det endelige analyseformatet. Siden
mAb E146 viste seg a veere et meget godt solidfasean-

(Fortscetter side 32)

Alle antistoffene ble
grundig karakterisert for
4 identifisere bindings-
spesifisiteten. Karakterise-
ringen ble utfort ved bruk
av fagdisplay peptidbib-
lioteker, kryssinhibisjons-
analyser, Biacore-studier
og pepscananalyse der 10
aminosyrelange overlap-
pende proGRP-peptider ble
benyttet. De ulike karakte-
riseringsforsokene stemte
godt overens, og en over-
sikt over antistoffenes spe-
sifisitet til proGRP er vist i
figur 1. Tretten av de nitten
antistoffene reagerte i pep-

scananalysen. De siste seks
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proGRP(1-125) amino acid sequence
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kil &1 81 o 11 121

E179
E180
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Figur 1. En oversikt over bindingen av de monoklonale antistoffene til proGRP.

(Fortsat fra side 31)

tistoff med den laveste dissosiasjonskonstanten (2.63 x
10-10 mol/L) screenet vi direkte etter en passende mak-
ker. Binding av antistoffene direkte til proGRP-E146
solidfasekomplekset resulterte i utvelgelse av mAb
M16 som deteksjonsantistoff.

I det endelige analyseformatet immobiliseres bioti-
nylerte F(ab'), fragmenter av E146 til en streptavidin-
plate for & fange opp proGRP i pasientprover, som
deretter males ved binding av europiummerket M16
antistoff. Analysen har en deteksjonsgrense pa 2.8 ng/L
og et bredt méaleomrade fra 13 til 13500 ng/L med total
impresisjon pa mindre enn 5.6 % over hele konsentra-
sjonsintervallet (9). Som kalibratorer benyttes rekom-
binant proGRP (31-98) i matrix med 6 % BSA. BSA
lgsningen varmebehandles ved pH 3.0 for den tilsettes
kalibratorene for & redusere nedbryting av proGRP og
oke stabiliteten av kalibratorene.

For & beregne en referansegrense for analysen ble
serum fra 806 friske individer med jevn aldersforde-
ling, halvparten kvinner og menn og et tilfredsstil-
lende antall roykere fra den nordiske referanseintervall
prosjekt-biobankdatabasen (NOBIDA) analysert. En
alders- og kjennsuavhengig 97.5 % persentil referan-
segrense ble beregnet til 58.9 ng/L (10). Analysen er
sammenliknet med den kommersielle ELISA-analy-
sen, og Bland-Altman differanseanalyse av serumpro-
ver fra lungekreftpasienter ga en signifikant positiv
bias mellom IFMA-analysen og ELISA-analysen i 92 %
av provene. Arsaken til forskjellen mellom analysene
er trolig ulik spesifisitet av analyseantistoffene overfor
proGRP.

ProGRP struktur
Det er svaert overraskende at vare to analyseanti-

stoffer har bindingsseter med bare fire aminosyrer
mellom seg. Hvordan kan det vaere mulig for to anti-
stoffer p4 160 kDa & binde proGRP samtidig med s
sammenfallende epitoper? For & forsta dette gnsket vi
4 se pa den sekundeere strukturen til proGRP. Siden
lite er kjent om peptidets struktur benyttet vi ulike
strukturberegningsprogrammer. Alle programmene
pekte ut GRP(18-27) som et konservert omrade
hos alle pattedyr med en ordnet a-helixstruktur,
noe som understreker den funksjonelle egenskapen
ved neuropeptidet. De fleste av programmene pekte
ogsd ut et annet relativt konservert omrade mellom
aminosyrene 47-67 som sannsynlig ogsd innehol-
der en stabil a-helix struktur, mens det resterende
proGRP(31-125) peptidet derimot er totalt uordnet.
Dette korte rigide omradet i proGRP omfatter nett-
opp epitopene for analyseantistoffene vére. Det betyr
at den sekundeere strukturen til peptidet trolig inn-
virker pa bindingen og utvelgelsen av analyseantistof-
fene. Den neere bindingen av antistoffene til proGRP
kan muligens ogsa forklare hvorfor IFMA-analysen
gir hoyere proGRP-svar enn ELISA-analysen. Som
sagt innledningsvis er det pavist flere ulike klgy-
vingsprodukter av proGRP i ulike cellelinjer, og det
er vist at det finnes flere potensielle kutteseter i poly-
peptidet (11). Spesifisiteten til analyseantistoffene vil
derfor vaere avgjorende for deteksjonen av de ulike
fragmenteringsproduktene. Tettbindende antistoffer
har sterre sjanse for 4 pavise kloyvingsprodukter enn
antistoffer som binder langt unna hverandre, fordi
det da er mindre sannsynlighet for at det finnes kut-
teseter mellom epitopene. De ulike analysene kan
derfor bli verdifulle i fremtidige studier av sammen-
hengen mellom ulike former av peptidet i blod og
diagnose og prognose.
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Stabilitet av proGRP i serum og plasma

Selv om proformen av GRP er mer stabil enn selve
neuropeptidet har bade vi og andre erfart at stabiliteten
av proGRP varierer i ulike blodprever. Konsentrasjo-
nen av proGRP synker raskere i serum enn i plasma og
ustabiliteten er mer prominent ved lagring av prover
ved romtemperatur enn ved 4 °C. I serum er proGRP
stabilt opptil 3 dager ved 4 °C (10). Siden analysen er
automatisert er det mest praktisk & analysere serum-
prover for & unnga maskinelle problemer forarsaket
av fibrinklotting i plasmaprever. Derfor anbefaler vi a
male proGRP i serum ved lagring av prover ved 4 °C
inntil 3 dager. For innsendte prover eller prover som
skal oppbevares i mer enn 3 dager anbefales heparin-
plasma eller frysing av serumprovene ved - 30 °C.

Fremtidsutsikter

Sensitiviteten for kjemoterapi og radioterapi ved SCLC
indikerer at denne behandlingen kan veere kurativ ved
tidlig sykdomsstadium. Dessverre diagnostiseres de
fleste SCLC pasienter med utbredt sykdom, og de opp-
lever nesten alltid tilbakefall etter behandling. Pasien-
ter med metastasert SCLC har en 5-ars overlevelses
rate pd ca 5 %, noe som understreker det skrikende
behovet for ny og bedre behandling for denne pasient-
gruppen. Ved utvikling og evaluering av nye behand-
lingsregimer kan proGRP vise seg & vere spesiell ver-
difull pga sin sensitivitet ved tidlig sykdomsstadium
sammenliknet med eksisterende markerer.

I tillegg kan proGRP muligens vise seg a vere nyttig
for & identifisere neuroedokrine egenskaper ved ikke-
smécellet lungekreft der kjemoterapi kombinert med
kirurgi potensielt kan gke overlevelsen hos pasient-sub-
grupper. ProGRP er ogsé en potensiell tumormarker
for pasienter med prostatakreft og medulleert thyroidea-
carcinom med neuroendokrin differensiering.

I skrivende tidspunkt arbeides det med & gjore pro-
GRP IFMA-analysen til en del av rutineanalysene for
pasienter med lungekreft ved Radiumhospitalet.
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Rapport om KBNs resestipendium 2008
Barcelona — mer enn Gaudi, tapas og salsa

Eva Norstrom
Klinisk kemi Skdne, Malméo
Eva.norstrom@med.lu.se

Barcelona er et attraktivt turistmal med mye 4 tilby av
bade kultur, sport, shopping og god mat. Dessuten gjor
klimaet det enda mer attraktivt for sainne frosne nord-
boer som oss. Du har kanskje selv vaert der engang, og
vandret opp gjennom Ramblan forbi operaen Liceu
og sett pa gateartister som poserer som levende sta-
tuer. Du kanskje har krysset over Plaza Catalunya,
plassen der alle FC Barcelona supportere samles nar
fotballklubben vinner og gétt opp Passeig de Gracia
der to av Gaudis mest kjente hus, Caso Battlo og La
Pedrera, ligger. Hvis du etter la Pedrera vender venstre
pé Carrer Rossello, gar forbi salsaklubben "Mojito” og
fortsetter til du moter en stor hvit bygning som sperrer
hele gaten har du kommet til Hospital Clinic. Der har
Barcelona noe annet a tilby: ekspertise i diagnostikk og
forskning av trombocytter.

Der det er hjerterom er det labbrom

Jeg hadde privilegiet, ved hjelp av KBN's reisestipend,
i 3 maneder & besoke Gines Escolar sitt laboratorium
og leere meg metoder og diagnostikk av trombocyt-
ter. Seerlig leerte jeg meg analyse av trombocytter ved

hjelp av flowcytometri. Laboratoriet som bare driver
med diagnostikk og forskning innom den primaere
hemostasen har et helt klart begrenset areal men desto
mer plass i hjertet. Nar man kommer fra skandinaviske
forhold der vi er vant med store egne lab -og dataplas-
ser er det fascinerende & se hvor bra det kan fungere
nar bade labbplass og pipetter deles pé et delvis kaotisk
sett. Og nér temperaturen kryper over 25 grader og
noen kommer pa & sette pa airconditionen samtidig
som en annen starter en sentrifuge kan jo godt strom-
men ga et gyeblikk. En liten tur inn i sikringsskapet og
sd setter aggregometere, celleinkubatorer, pumper og
vannbad i gang igjen og radioen fortsetter & synge ut
”Colgando en tus manos” eller en annen spansk hitlat
som akkompagneres av syngende laborerende kolleger.
Jeg kan trygt si jeg folte meg velkommen i denne hyg-
gelige lab.

”Un cortado por favor”

En vanlig dag begynte med et lite stopp i min stam-cafe
der jeg hurtig net en cafe cortado sammen med resten
av morgenklientelet. Det tok ikke lang tid for man som

Resestipendiaten med

kollegor vid Centro de

Diagnostico Biomedico
Clinic, Barcelona.
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stamkunde ble mott av et unisont “hola” ndr man kom
inn og en katalansk "adeo” i det man forlot stedet. For
nar man er i Spania skal man leve som en spanjol og
morgenkaffe er hellig i Spania.

Hver mandag morgen var det klinikk mote hvor
ulike pasienttilfeller diskuteres og hvor samtalen hurtig
skiftet mellom “vanlig” spansk (castellano) og kata-
lansk. Noe forvirrende de forste ukene, men som det
ble bedre etter hvert som min spansk (og delvis kata-
lan) ble bedre og mine kolleger husket at de hadde en
svensk gjest tilstede og derfor holdt seg til castellano. S&
begynte dagens eksperiment som vanligvis involverte
rening av trombocytter og flowcytometri. Ved ett-
tiden ymtet som regel noen frem pa at det kanskje var
tid med lite lunsj og etter alt fra en halvtime til to timer
etter det, gikk vi i samlet gruppe til sykehusets kantine
som serverer paella hver torsdag og andre dager alt fra

Medicinska fakulteten, Barcelona (Foto: Eva Norstrom).

ket av intakt og aktivert faktor V pa overflaten
av trombocytter bade for og etter aktivering med

calemares til kanin. Nér eksperimentene var ferdige ulike agens.
for dagen ventet et som regel varmt Barcelona utenfor
med solskinn og utecafeer, jazzkonserter, tapasrestau- Resultat:

ranter og en av mine favoritter; salsaklubber. o Jeg har ¢kt min kunnskaper og ferdigheter i
héndtering av trombocytter, f.eks. vaskning av
trombocytter, intracelluleer merkning, aktivering
og analyse av trombocytter med flowcytometri.

« Jeg har et fortsatt samarbeid med labben der vi bla
héper pé at fa publisert noe av de resultat vi fikk

« Av nye trombocyttanalyser har vi na i Malmo satt
opp VASP-P test for at diagnostisere clopidogrel-
resistens.

« Jeg jobber ogsd med & forbedre analysen av unge,
sakalte retikulerte, trombocytter ved hjelp av
flowcytometri, og ogsa med a forbedre vér adhes-

Mal: jonstest i Malmo.

 @ke mine kunnskaper om diagnostikk av arvelige
og ervervede defekter i den primeere hemostasen

o Seerlig fokus pa analyser av trombocytter med

A reise er 3 leve —reis!

Et stort takk til KBN som gjorde det mulig for meg
vare disse ménedene i Barcelona. Med meg hjem i
bagasjen har jeg med meg ny kunnskap i metoder og
ferdigheter i handtering av trombocytter, gode kon-
takter og fortsatt samarbeide med labbet i Barcelona
og mange uforglemmelige minner og venner. Jeg kan
virkelig anbefale flere & soke KBN’s reisestipendie.

flowcytometri. Laboratoriet (hemostasis primario) ligger under
“Centro de diagnostico Biomedico Clinic” (Bio-
Metode: medicinsk avdeling) og utgjer sammen med trans-

o Auskultasjon og deltagelse i diagnostikk ved
Hemoterapia-Hemostasia, Hospital Clinic, Bar-
celona

o Deltagelse i ukentlig klinikkmote der ulike
pasientfall blir diskutert.

o Deltagelse i ukentlig vitenskaplig mete der ulike
forskere presenterte sine prosjekt.

« Eget prosjekt der jeg ved hjelp av ulike fluroscens
merkede antistoffer mot faktor V maler uttryk-

fusjonsmedisin (blodbanken) og koagulasjonsla-
boratoriet omradet "Hemoterapia y Hemostasia
Clinica” som har felles klinikkmote og forsknings-
meter.

Ekspert-lab, mottar pasientprover fra et stort
omrade i Nord-Spania

Metoder inkluderer trombocyt-aggregometri,
multimeranalyser, flodescytometri, perfusions-
kamre og PFA-100.
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NORIP og NOBIDA fyller ti ar!

Johan Bjerner
Styret NFKK

Nordisk referanseintervallprosjekt (NORIP) ble
iverksatt i 1999-2000. Initiativtakere var opprinne-
lig Heidi Steensland og Petter Urdal som ved hjelp
av NFKK fikk etablert en samnordisk gruppe som
koordinerte studiet: Peter Felding, Leifur Franzson,
Veli Kairisto, Per Hyltoft Pedersen, Pal Rustad og Per
Simonsson.

Friske individer mellom 18 og 80 ar ble rekruttert
pa i alt 80 laboratorier i de nordiske landene og det
ble samlet inn serum, plasma og fullblod. Proveta-
kingen var neye standardisert. Provene ble analysert
for de vanligste komponentene i medisinsk biokjemi
lokalt pa de deltakende laboratoriene sammen med
kontroller fra prosjektet, spesielt det som etter hvert
ble kalt NFKK Reference Serum X. I tillegg ble mate-
riale frosset ved - 80° C.

I Norge ble resultatene sa bearbeidet statistisk i
flere arbeidsgrupper som ga sine anbefalinger om
referansegrenser til prosjektgruppen i NORIP. Disse
er etter hvert tatt i bruk pa de fleste nordiske labo-
ratorier.

Fra forsgkspersonene ble det samlet inn data om
forhold av betydning som reyking, alkoholbruk,
medikamenter, kjente sykdommer, vekt og lengde,
faste for provetaking og fysisk aktivitet i neer tilslut-
ning til prevetakingstilfellet. Provene og analysesva-
rene ble anonymisert (all informasjon om identitet
til forsekspersonene ble slettet). Dataene og prevene
ble samlet i Nordisk referansintervallprosjekt bio-
bank og database (NOBIDA) og oppbevares pa Her-
lev sykehus, Danmark og forvaltes av DEKS. Det er
mulig & soke NOBIDA-komiteen om prever for refe-
ranseintervallstudier, se hjemmesidene for NORIP/
NOBIDA (www.furst.no/norip/). Serum X kan kjepes
fra DEKS.

Min personlige mening er at NORIP har vert en
suksess. Felles referanseomrader er i bruk i Norden.
Det gjor det enklere & folge opp pasienter som flyt-
ter mellom sykehus, feerre misforstaelser, og er ikke

minst veldig praktisk. Siden vi na har felles referan-
seomrader er vi ogsd nedt til & kalibrere vére ana-
lyser mer neyaktig enn for, fordi vi simpelthen ikke
har muligheten til & justere referanseomradet. Pa
besok pa norske laboratorier er inntrykkene tydelige,
analyser som ikke var med i NORIP-prosjektet som
kloridjon, har meget sprikende referanseomrader og
storre forskjeller mellom laboratoriene enn analyser
som var med i NORIP.

Det ligger dog en utfordring i NORIP-prosjektet.
Vi vet at siden 1999 har befolkningen i de nordiske
landene stumpet royken, blitt adskillig fetere og drik-
ker en pils eller to flere i TV-sofaen. I NORIP var kun
4 % av utenlandsk opprinnelse, neppe representativt
for nordisk befolkning i 2010. I tillegg er analyseme-
todene endret, oftest til det bedre. Siden analyseva-
riasjon gker bredden pé referanseomradene ma de
kanskje né snevres inn. Anders Larsson har tidligere
i KBN derfor foreslétt at referanseomrader skal ha en
siste gyldighetsdato. Vi neermer oss for hver dag siste
gyldighetsdato for NORIP, og hva etter den - en ny
NORIP? Gitt prosjektets suksess ville det vere fris-
tende & inkludere flere analyser og ogsa flere prove-
materialer. Dokumentasjonen for referanseomradene
for kalium i urin kunne nok vert bedre pa de fleste
norske laboratorier...

NOBIDA er en mer tvilsom suksess. Det sendes
regelmessig ut prever fra biobanken, men ikke sa
mange som var forventet. Selv har jeg brukt NOBIDA
for flere prosjekter og hatt mye glede av dette. Selvfol-
gelig blir det et referanseintervall, men det blir ogsa
sd mye mer. Fra NOBIDA-provene har det kommet
informasjon om hvordan mine analyser endres med
pasientenes alder, og hvordan kjenn, reyking, BMI,
alkohol, faste, arstid, og tidspunkt for prevetaking
pavirker analysene. Serum X finnes fortsatt i store
kvantiteter. Sa, siden NOBIDA-provene og Serum X
definitivt ikke er drgangsviner som bedres ved lag-
ring, bruk dem opp!
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Foto: Henrik Alfthan, Svalbard, Norge.
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IFCC NEWS
Pdivi Laitinen
IFCC Secretary

The first year of the term of the present IFCC Execu-
tive Board is almost over. This has been the year
of organizing the basic activities and updating all
the documents. The IFCC Handbook is the most
important published document on the IFCC fun-
ctions. It is a very interesting document, which con-
sists of a description of the organization of the IFCC
and the members of the Executive Board. One chap-
ter is an article on the role of clinical chemistry and
laboratory medicine in healthcare. A brief history of
the Federation, as well as information on the IFCC
Full Members, the Corporate Members, the Affiliate
Members and the Regional Organizations are inclu-

Foto: Veikko Somerpuro.
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ded in the Handbook. IFCC co-operates with many
International Organizations and all these bodies are
listed in the Handbook. It has also a lot of background
information on all the activities of the IFCC functio-
nal units.

The Executive Board has written a mission statement

and aims of the IFCC as well as the overall strategic

plan and strategic objectives for the term 2009-2011.

The aims of IFCC are:

o To complement and enhance the activities of its
members
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« To transcend the boundaries of a single nation or
a single corporation, or a geographical, cultural or
linguistic group of nations in developing the field of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

« To provide a forum for standardisation, in the broa-
dest sense, at a high level

« To disseminate information on "best practice”" at
various levels of technology and of economic deve-
lopment

« To promote a vision of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine that extends beyond traditio-
nal narrow perceptions of the field.

IFCC achieves these aims by publishing information
and guidelines relating to the education of clini-
cal chemists and laboratory physicians, by defining
principles and publishing recommendations for the
standardisation of analytical procedures and for the
interpretation of analytical results , and by promoting
meetings of clinical chemists and laboratory scien-
tists through congresses, symposia and workshops in
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, and by
encouraging dialogues with clinicians on matters of
common interest.

The principal objectives of the strategic plan are

« To improve and maintain the multidisciplinary and
international leadership of IFCC in standardisation
activities.

« To ensure that its standardisation and research acti-
vities are more oriented towards the patient and
towards the health of the individual.

« To ensure consistency between its activities and the
stated expectations of the IFCC members, recogni-
sing the needs of both developed and developing
countries.

« To develop and maintain IFCC communications,
to promote publications and products from IFCC,
including publications and reference materials, and
to set up joint promotion activities with inter-
national organisations such as WHO, WASPaLM,
IUPAC, IRMM, CLSI and others.

« To establish collaborations, joint meetings and
projects with international organisations having
interest in the field of Laboratory Medicine such as
IUPAC, ISTH, IATDM, IRMM, CLSI.

« To promote IFCC through international and regio-
nal congresses.

o To promote Members' activities.

« To encourage professional development of indivi-
duals in National Societies and the recruitment of
new members and experts to IFCC operating units.

« To develop and maintain Public Relations.

Each new IFCC Executive Board revisits and inter-
prets these principal objectives so that they are fresh
and relevant to current issues, challenges and opp-
ortunities. The present Executive Board has outli-
ned 25 different objectives for the on-going term
of office, which is a great and ambitious challenge
for us, but I am sure we can accomplish all of them.

The Executive Board has had three meetings
during the year the first one being on March in
Windsor, and the second one was held during the
EuroMedLab in Innsbruck. The last meeting was
held in mid-November in Milano. The last mee-
ting of the year is always a budget meeting where
also Division Chairs are present. They give their
reports of the past year’s activities of their Divisions
as well as the budget proposals for the next year.
The Executive Board then discusses the reports and
the proposals and makes the final decision. The
budget discussion for the year 2010 was very chal-
lenging because of the present financial situation
and the losses in IFCC investments. Year 2010 is
also a year when there is no IFCC congress so no
major income from congress is to be expected that
year. The Executive Board approved the budget with
some concern and realizing that we have to keep
supporting the important work of different Com-
mittees and Working Groups. The Executive Board
itself plans to cut down its expenses by having only
two meetings in 2010.

The major IFCC event in 2010 is the General
Conference which will be held on April 16-19, in
Corfu, Greece. The information on this event which
is intended for the National Representatives and
the Presidents of the Full Member Societies, the
representatives of the Corporate Members and the
Affiliate Members is available on the IFCC website.
Also most of the IFCC functional units have their
meetings during the General Conference.

We also need to mark the events of the 2011 in
our calenders. The next Ortho Clinical Diagnostics
Conference will be held in Paris on February 26-27,
2011. The information on this conference is availa-
ble on the IFCC website. And of course ICCCLM
Berlin is on May 15-20, 2011. (www.ifcc.org)
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Den vandrande vetenskapsmannen

Fadoland

Per Simonsson

Forr eller senare maste den vandrande vetenskaps-
mannen angodra Lisboa. Forr eller senare maste the
Portuguese Northerlies fora vattendrommaren runt
Cabo da Roca, uppfér Rio Tejo, under hangbron -
hard nordan, frisk medstrom - anda in i Doca de
Alcantara, in i Fadoland.

“Rédslan far bort med vinden
Rédslan du hérde i min rést”

Mandag och onsdag afton fylls de atta sma borden pa
Tasca do Chia, pd Rua Diario Noticias, en av gran-
derna i Bairro Alto. Trangt vid baren och kvillens
forste sangare hyschar oss till tystnad. Tva stringin-
strument — spansk gitarr, portugisisk luta med tolv
obonhorliga stilstrangar — och en naken rost tal inga
distraktioner. Inte heller Fado - Fate - Odet.

”Till stadens gator sjunger jag om kdrlek
med ldngtans rost
och en tidlos fados smdrta”

Man far roka pa Tasca do Chia och den vibrerande
fadostimman kraver rék och sorg och forlust. Annu
en medeldlders man stiger fram och ger sin bekan-
nelse i den obrutna raden av bekdnnelser, om 6det
och férlusten, dn en ging forlusten och befrielsen.
Eller i vart fall ndgon sorts forsoning, kollektiv i kvall
i den tita luften. Den minskliga komedin, buren
gemensamt.

Servitrisen dr 140 centimeter lang, inklusive hog-
klackade stovlar; serveringspersonal i 6gonh6jd med
gisterna: Vin, ost, brod.

Henrique Gongales - cantador de Fado - fyller 86 ar
idag, och vi sjunger for honom. Han reser sig, réttar
till kepsen, gubbvibrato, narrativ, inte ett ord portugi-
siska forstatt, inte en ton misstolkad. Minnen blir sva-
gare, bleknar, likt rosten, men minnena ar ododliga,
likt résten, likt sorgen, likt Fado.

Ett sus, svagt sus, nir Mariza med chokladvin
flyter likt en fallande basging genom tréngseln, in
till innersta bordet som plotsligt gors ledigt. Mariza,
Amalia Rodrigues arvtagerska i Fadoland, blonde-
rad mulatt, snaggad, morkogd, spelande blick och
lekande langa lemmar.

70 sjdl! Min sjdl!
Sdg mig vem jag dr
O sjdl! Min sjdl!
Sdg mig vart det bir
Lisboa, dlska mig!
Det dr dit det bir”

Mariza, neofadons drottning, arenaspelning pa Coli-
seum i férrgar, nu en ledig kvill bland oss pa Tasca da
Chia. Plétsligt i den packade lokalen.

El cantador de Fado och hans tva musikanter svavar
runt om takten, leker med dur och moll, leker mellan
dur och moll, fram och tillbaka, och nu tar Mariza en
kycklingbit ur lergrytan och hennes vackre alskare
bara ler och ler.

Oh, kira Baronessan Blixen, kira syster, var dr Ni
i afton? Eller ar det Ni, dn en gang i férklidnad, som
lagger Er hand pa hans moérka arm?

Fado, hir och nu, oférbrinnlig.

Fotnot: Citaten ir fria 6versittningar av fados inspelade av Mariza pa Terra (EMI Portugal, 2008).
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Vozes do Mar

Mariza (Bild: Birgitta Alemo)
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som i folgende eksempel (Vancouver-stil):

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

Det faglige innhold i de innsendte manu-
skripter vil ikke bli vurdert med referee-system.
Redaksjonskomiteen vurderer imidlertid alle
manuskripter innholdsmessig og redaksjonelt og
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Ingunn Porsteinsdottir, (Kristin Aakre
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Nordisk Forening for Klinisk Kemi (NFKK)

NFKK har som oppgave a arbeide for utviklingen av det nordisk samarbeide innen klinisk kjemi med spesiell fokus pé forskning, faglig
utvikling og utdanning. Den bestar av medlemmene i de vitenskapelige foreningene for klinisk kjemi i Danmark, Finland, Island, Norge
og Sverige. Aktiviteten i NFKK foregér i like arbeidsgrupper og komiteer. Foreningen har det vitenskabelige ansvar for Scandinavian Jour-
nal of Laboratory and Clinical Investigation (SJCLI), har ansvar for utgivelse av Klinisk Biokemi i Norden, og stér bak arrangering av de

nordiske kongresser i klinisk kjemi.

Det névaerende styre bestar av Nete Hornung (Randers), Niklas Rye Jorgensen (Roskilde), Tuula Metso (Helsingfors), Harri Laiti-
nen (Helsingfors), Elin Olafdottir (Reykjavik), Ingunn Porsteinsdottir (Reykjavik), Bjorn Bolann (Bergen), Johan Bjerner (Oslo), Per
Simonsson (Malmg), Per Bjellerup (Vasteras).

Ordférande: Jarkko Ihalainen. Sekreterare: Pamela Edgren (Helsingfors).
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