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Join the
most experienced
team in lab automation.

What’s true on the playing field is equally true in the field of laboratory automation: You can’t win until you’re in the game.

With the recent addition of the new AutoMate 1200 and 2500 sample processing systems to Beckman Coulter’s winning
automation lineup, the time is right to collaborate with the market leader in lab automation. Get off the sideline and score
big results no matter what your level of throughput — from low volume to ultra-high.

Focusing solely on the goals of your lab, Beckman Coulter can help you develop a strategy to optimize your workflow, turnaround
time and efficiency.

Don’t wait to automate. Team up with your Beckman Coulter representative or visit us on the web today.

www.beckmancoulter.com
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Hva star skrevet i stjernene?

Kristin Moberg Aakre

Laboratorium for Klinisk Biokjemi, Haukeland Universitetssykehus

kristin.moberg.aakre@helse-bergen.no

Hvilke laboratorieanalyser vi skal
tilby, p& hvilken indikasjon og
hvordan disse skal tolkes er noen
av de mest sentrale speorsmal
innenfor fagomradet medisinsk
biokjemi. Ofte begrunner vi vére
avgjorelser ut fra litteraturen
angir”. Men hva menes med lit-
teraturen” og hvordan skal vi vektlegge de resultater
vi finner der? De fleste vil veere enig i at resultater fra
en storre randomisert studie teller sterkere enn for
eksempel en lederartikkel i KBN der man, mer eller
mindre velbegrunnet, hevder at verden henger sam-
men pa det ene eller andre vis.

Hvordan skal jeg soke opp litteratur?

Ingen databaser innholder all relevant litteratur og det
er derfor vanligvis lurt & benytte ulike sokemotorer.
Innen medisinsk litteratur er Pubmed og Embase en
vanlig kombinasjon. I Pubmed kan det vaere nyttig a
lere seg s.k. MeSH sok, der man benytter spesifikke
nokkelord for & begrense soket til det aktuelle. Sitter
man med en “nokkelartikkel” fra f. eks. ar 2000 og
onsker a finne nyere sentrale arbeider innen feltet,
er det relativt enkelt & gjore sitasjonssek i "ISI web of
knowledge”. Da finner man alle artikler som har sitert
“nekkelartikkelen”. En aktuell database for systema-
tiske oversiktsartikler i tillegg til Cochrane Library er
Health Technology Assessment. Mange bibliotek tilbyr
kurs eller assistanse for a leere god soketeknikk og det
finns ogsa laerebeker som beskriver dette (1).

Hvilke publikasjoner skal jeg vektlegge?

Innen medisinsk biokjemi ensker vi ofte kunnskap om
ulike analysers diagnostiske egenskaper (for eksempel
sensitivitet og spesifisitet). I slike studier er det flere

feilkilder vi ber veere oppmerksomme pa. For det
forste mé de pasientene som er inkludert veere repre-
sentative for den populasjonen som i klinisk praksis
skal undersgkes med testen som blir evaluert (indeks
testen) (2). Eksempelvis vil studier angédende en can-
cermarker gi urealistisk gode resultater i forhold til
rutinebruk dersom man inkluderer pasienter med
avansert cancer (syk populasjon) og sammenligner
disse mot for eksempel medisinerstudenter (frisk
populasjon). Sa grove feil gjores heldigvis sjelden. Et
mer finurlig eksempel er en studie der man vurderte
pro-BNPs egenskaper for & diagnostisere hjertesvikt
hos akutt innlagte pasienter med dyspnoe (3). Ca 900
pasienter ble inkludert og diagnosen hjertesvikt ble
stilt retrospektivt av klinikere blindet for pro-BNP
resultatene. Dette er et bra studiedesign. Det som
imidlertid reduserte kvaliteten pa denne studien er
at man i tillegg har valgt a inkludere 367 pasienter
fra et akutt hjertesvikt register. I denne populasjonen
hadde alle pasientene akutt hjertesvikt og de utgjorde
over halvparten av de pasientene som fikk diagnosti-
sert hjertesvikt. Dette kan gi en overestimering av de
diagnostiske egenskapene til pro-BNP i situasjonen
“innleggelse pga akutt dyspnoe”. Det er ogsd viktig
a sjekke at alle pasientene som har tatt indeks testen
gjennomforer referanseundersokelsen (gullstandar
dvs. den som den aktuelle analyse skal vurderes mot).
I en del tilfeller brukes indekstesten for & avgjore om
referansetesten skal utfores og dette kan gi for hoyt
estimat av de diagnostiske egenskaper til indeks testen
(4). Det samme gjelder hvis man bruker flere referan-
setester eller de som utforer referansetesten kjenne til
resultatet av indeks testen (2).

Det finnes redskaper som kan hjelpe oss & gjore
objektive vurderinger av kvaliteten av vitenskapelig
arbeid. En mye brukt sjekkliste (CASP) foreslatt brukt

(Fortscetter side 6)
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Do more with less.
Let allergy testing be part of your
Immunoassay main-stream testing

3gAllergy® provides laboratories with a fully automated solution for better diagnosis of allergic
diseases, while improving workflow and reliability of testing. IMMULITE® allergen-specific IgE
assays are based on a patented, liquid-allergen technology.

Siemens proprietary liquid allergens are the key
to making IMMULITE® Immunoassay allergy
tests sensitive, specific, and reliable. The soluble
polymer support for the allergens increases the
number of binding sites and their accessibility
to allergen-specific IgE antibodies. Analytical
evaluations and clinical comparison studies’2
confirm the reliable performance of the assay
system and the utility of 3gAllergy® for specific
IgE determinations in the routine laboratory
setting.

3gAllergy assays are FDA-cleared for quantita-
tive results and calibrators are standardized
against the WHO 2nd International Reference
Preparation (IRP)75/502, a coded sample of
human serum total IgE.

The comprehensive 3gAllergy® menu covers
more than 400 allergens, 55 panels and a
growing number of molecular allergens.

With the introduction of molecular allergens the
laboratory can provide physicians with additional
information such as risk assessment and cross-
reactivity patterns and thereby improving allergy
diagnosis. Information obtained from analyzing
molecular allergens also aids the physician in
deciding on allergen specific immunotherapy.

All allergens on the 3gAllergy® menu, including
the molecular allergens, can be assayed for
specific IgG or IgG4 in addition to the routine
testing of specific IgE.

The quantitative measurement of specific
IgG antibodies may serve as a monitoring
tool for the evaluation of immunological
responses during immuno-therapy?®.

Allergy testing on the IMMULITE® platform provides
laboratories with unparalleled flexibility in terms of
work-flow capabilities. Depending on the needs of
your laboratory — allergy can be run alongside your
routine immunoassays either on a stand alone
instrument or fully integrated on a track system
(ADVIA WorkCell® or ADVIA LabCell® systems).

SHEMENS

There are already several customers in the Nordic
countries that are running allergy as part of their
fully automated processes.

For further information visit us at www.siemens.
com/diagnostics or contact your local Siemens
representative.

1.0llert, M, et al. Allergen-Specific IgE Measure by a Continuous
Random-Access Immunoanalyzer: Interassay Comparison and
Agreementwith Skin Testing, Clin Chem, 2005; 51(7) 1241-1249
2.Guilloux, L. et al. Peanut allergy diagnosis in the context of grass
pollen sensitization for 125 patients: roles of peanut and cross-
reactive carbohydrate determinants specific IgE. Int Arch Allergy
Immunol 2009;149:91-97

3.Muller UR. Recombinant hymenoptera venom allergens. Allergy.
2002;57:570-6.

ADVERTISEMENT

Order No. A91DX-9125-A1-4A00 © 2010 Siemens Healthcare Diagnostics inc.



(Fortsat fra side 4)

ved vurdering av studier angaende diagnostiske tester
inneholder folgende hovedpunkter (1,5):

VALIDITET:

o Er det klart hva testen skal diagnostisere?

o Ble testen sammenlignet med en uavhengig og
akseptable referanse standard?

« Var de som utforte testen og referanse testen blindet
for resultatet av motsvarende test?

o Ble samme referanse standard brukt p4 alle pasien-
tene?

RAPPORTERING:

« Diagnostisk sensitivitet og spesifisitet evt. "Likeli-
hood ratio” skal presenteres pa en forstielig mate
og fortrinnsvis med konfidensintervall.

APPLISERBARHET:

o Er reproduserbarheten av testen og tolkningen av
denne tilfredsstillende i klinisk praksis?

o Er studiesituasjonen sammenlignbar med aktuell
klinisk setting?

o Vil test resultatene endre behandlingsstrategi?

« Vil pasientbehandlingen bedres som et resultat av
testen?

De fleste storre journaler forlanger at man har brukt
en sjekkliste nar man vil publisere data angéende diag-
nostiske tester. Den mest aktuelle innen klinisk kjemi
(STARD) er noe mer detaljert og omfattende en det
som presenteres over (6).

Laboratorietester brukes ogsd for & monitorere
pasienter. Dette er ofte kostbart og det er viktig
underseke om pasientens situasjon faktisk bedres som
en folge av en slik intervensjon. I klinisk medisin er
vanligvis randomiserte studier vektet som sterkere
bevis for eller mot effekt av et tiltak enn data som
kommer fra observasjonsstudier (1, 7). Studien er
randomisert nar pasientene ved loddtrekning deles i
grupper og mottar ulik intervensjon pa bakgrunn av
det. Effekten av intervensjonen (pa spesifikke ende-
punkter) blir s& sammenlignet mot den gruppe som
ble trukket ut til standard behandling.

Observasjonsstudier beskriver sammenhenger slik
de foreligger og det er da ofte vanskelig & tolke hvilke
eller om intervensjonen er effektiv. Et eksempel kan
veere sporsmalet om diabetes pasienter som ikke bru-
ker insulin ber utfere glukose egenmaling (GEM).
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Dette er et kontroversielt tema og det finns en rekke
studier med sprikende resultater (8). I en observasjons-
studie vil man folge pasientene og kanskje komme til
det resultat at de pasienter som bruker GEM har bedre
HbA1lc verdier enn de som ikke gjor det (9). Dette kan
skyldes at GEM hovedsakelig er utfort av pasienter
med stor motivasjon for diabetes behandling og derfor
har en storre grad av bevissthet rundt flere glukosesen-
kende tiltak. Samtidig kan man i andre studier oppleve
a fa det motsatte resultat; pasienter som bruker GEM
har darligere HbAlc enn de som ikke gjor det (10).
En arsak kan da veere at GEM hovedsaklig er iverksatt
hos pasientene med darlig blodsukkerregulering. En
randomisert studie vil i storre grad unnga denne typen
tolkningsproblemer.

Hvordan skal jeg ta en beslutning?

Det a ta beslutninger pé et kunnskaps basert grunnlag
kan vaere en meget omfattende prosess. Forst skal man
gd gjennom all tilgjengelig litteratur om emnet og
deretter skal pasienters og klinikeres syn inkorpore-
res og kostnadseffektivitet vurderes (7). En fristende
lgsning kan derfor veere & bruke klinisk praktiske
retningslinjer. Det er vist i flere studier at retnings-
linjer har darlig kvalitet og i okende grad er basert
pé forskningsdata av lav kvalitet og konsensus (11,
12). Videre tar det tid a skrive retningslinjer og de
er vanligvis gjeldene noen ar slik at disse ofte ikke
tar hensyn til nyere forskningsdata. Dersom man vil
stotte seg til retningslinjer ber man derfor bruke noen
som har tydelige og velfunderte begrunnelser for sine
anbefalinger (13).

Det bor vere gjort grundig rede for sgk og den
gradering av forskningsdata som er angitt ma stem-
mer med de publikasjoner som faktisk er sitert (angir
man heyeste gradering mé man ha sitert randomiserte
Kliniske studier eller flere observasjonsstudier der
“confounding” er usannsynlig). Kostnadseffektivitet og
mulige bivirkninger av behandling (eller testing) ber
veere omtalt, aktuelle pasientgrupper og ulike medisin-
ske spesialiteter (for eksempel medisinsk biokjemiker)
ber vere involvert. Hvis alle retningslinjene anbefaler
det samme vet du at det er konsensus om temaet, men
det trenger ikke bety at den anbefalte praksis er viten-
skapelig dokumentert eller for den saks skyld riktig.

Som medisinsk biokjemisk profesjon er en av vére
hovedutfordringer a kvalitetssikre analysetilbudet
vart og tolkningen av analyseresultatene. Hvor grun-
dig dette skal gjores i hvert enkelt tilfelle vil variere

Klinisk Biokemi i Norden
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avhengig av konsekvensene og i denne artikkelen er
kun diskutert enkelte smakebiter fra fagfeltet kunn-
skapsbasert medisin. Som hovedregel vil jeg, basert
kun pé min sunne fornuft, foresla; en storre endring
i prosedyrer kan iverksettes dersom den er sd godt
fundert at man, hvis man vil og finner det tilstrekkelig
interessant, kan publisere resultatet minimum i Klinisk
Biokemi i Norden.
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Ordforandespalt

Ingunn borsteinsdottir
NFKK

Varav hjdrtat dr fullt talar munnen, siger ordspraket.
Mitt hjarta och huvud ér just nu fullt av tankar om
den kommande nordiska kongressen i klinisk kemi.
Forberedelserna ér nu i full gang och tar ansenlig tid
i ansprak hos mig och kollegorna pa Island.

En av de viktigaste regelbundet aterkommande
hindelserna i det nordisk samarbetet
inom klinisk kemi dr den nordiska
kongressen i klinisk kemi som
halls vart annat ar, dar de fem
nordiska linderna turas
om att organisera kon-
gressen. Nésta nord-
iska kongress blir pa
Island om ett drygt ar,
den 12-15 juni 2012.
Vi har gjort over-
enskommelse
en resebyrd, bestillt
lokal foér kongressen
och kongressbanket-
ten. Kongressen kom-
mer att hallas pad Hotel
Hilton Nordica som ligger
nira centrum i Reykjavik och
i direkt anslutning till Reykjaviks
mest populdra badanliggning och fri-
luftsomrade, Laugardalur. Nu arbetas det for fullt med
det vetenskapliga programmet i den vetenskapliga
kommittén och redan nu har ett antal framstdende
och spiannande foreldsare tackat ja till att komma till
Island och hélla foredrag. Narmare information finns
pé kongressens hemsida: www.nfkk2012.is. Hemsi-
dan kommer att updateras allt eftersom arbetet med
kongressen framskrider. Folj gdirna med pa hemsidan.

De nordiska linderna ér i olika stadier nér det gal-
ler 6vergéngen till den nya IFCC-enheten f6r HbAlc.
I Finland borjade man anvanda den nya IFCC-enhe-
ten for HbA1lc redan i mars 2010. Bdda enheterna rap-

med
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porteras dock fortfarande. En expertgrupp i Finland
arbetar nu med riktlinjer angaende nar man skall sluta
rapportera den gamla enheten och enbart anvinda
den nya enheten, mmol HbAlc/mol Hb.

I Danmark rapporteras den nya enheten och pa

manga laboratorier dven den gamla enheten for
HbAlc. P4 manga sjukhus rapporteras
eAG (estimated average glucose),
vilket visat sig vara till stor
gliddje och nytta for patien-

terna, &ven om eAG enbart
skall betraktas som ett
pedagogiskt redskap,
enligt Nete Hornung,
ordférande i Dansk
Selskab for Klinisk
Biokemi.
I Sverige har man
overgatt fran att rap-
portera HbAlci Mono
S till den nya IFCC-
enheten. Svensk Foren-
ing for Klinisk Kemi har
i samarbete med Equalis,
svenska endokrinologforen-
ingen, svensk forening for diabeto-
logi, svensk forening for sjukskéterskor
i diabetesvard och svenska barnlidkarforeningens
sektion for endokrinologi och diabetes publicerat
utmarkt informationsmaterial for patienter och sjuk-
vardspersonal. Detta informationsmaterial finns pa
hemsidan: www.hbalc.nu - som nu édven innehaller
information pé engelska.

I Norge och pa Island har man valt att avvakta med
6vergangen till den nya IFCC enheten.

Dessa rader skrivs pa vardagsjimningen, den 20
mars. Lit oss alla njuta av att den ljusare tiden som
ar s viktig for oss som bor pa dessa nordliga bredd-
grader.
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Result in just 18 minutes
The new AQT90 FLEX immunoassay POCT analyzer

Cardiac, coagulation, infection and pregnancy markers from a single sample
Superior analytical performance
Measures on whole-blood or plasma - no sample preparation
Automated mixing and measurement
e All tests done in parallel - up to 30 tests per hour
¢ No contact with blood or waste
e Full connectivity

Simpler, faster, better

Troponin |
CKMB
Myoglobin
CRP
D-dimer
BhCG
NT-proBNP
Troponin T*
hsCRP*
PT-INR*
APTT*

* in development

RADIOMETER {§}
Denmark Norway Sweden Finland
Radiometer Danmark Bergman Diagnostika AS TRIOLAB AB Triolab Oy
Akandevej 21 P.O. Box 403 Abscksgatan 6, Box 2109 Lemminkaisenkatu 20
DK-2700 Brgnshgj N-2001 Lillestrgm SE-431 02 Méindal F1-20520 TURKU
Tel: +4538 27 28 29 Tel: +47 63 8357 50 Tel: +46 318172 00 Puh.: +358 201 226 600
Fax: +4538 27 2712 Fax: +47 63 8357 40 Fax: +46 31817228 Fax: +358 201 226 601

www.radiometer.dk www.bergmandiag.no www.triolab.se

www.triolab.fi



| 2| 2011

D-vitamins betydning for sundhed og sygdom

Lars Rejnmark 1, Lene Heickendorff 2) og Leif Mosekilde 1)
1) Medicinsk Endokrinologisk Afdeling, Aarhus Sygehus, Aarhus Universitetshospital
2) Klinisk Biokemisk Afdeling, Aarhus Sygehus, Aarhus Universitetshospital

rejnmark@post6.tele.dk

I de seneste dar er der publiceret en roekke artikler
omhandlende mulige pleiotope effekter af D-vita-
min. Hovedparten af studierne har vist positive
effekter af D-vitamin, herunder at en god D-vita-

minstatus muligvis kan forhindre eller lindre en
reekke folkesygdomme som fx kreeft, infektioner
og hjertekarsygdom. Fundene har pdkaldt sig stor
opmeerksomhed bdde i videnskabelige kredse og i
pressen.

Pa baggrund af resultaterne har mange argumenteret
for, at der ber geres en indsats, her og nu, for at bedre
D-vitaminstatus i den brede befolkning. Andre har for-
holdt sig mere kritisk til problematikken og fremfort,
at resultaterne hovedsageligt stammer fra associations-
studier, og at der fortsat mangler dokumentation for en
kausal sammenheeng. I denne oversigt opsummerer vi,
hvorledes mangel pa D-vitamin defineres, forekomsten
af D-vitaminmangel og den foreliggende evidens for
mulige konsekvenser af mangel pd D-vitamin. Desuden
kommer vi med rekommandationer for forebyggelse
og behandling af D-vitaminmangel. Nomenklaturen
for de forskellige D-vitamin metabolitter er anfort i
faktaboks I.

Kilder til D-vitamin

Kroppens indhold af D-vitamin stammer hovedsageligt
fra den endogene syntese af cholecalciferol (vitamin
D3) i huden, mens en mindre del (10-20%) tilferes med
kosten, som langt overvejende indeholder vitamin D3,

(Fortseetter side 12)

Faktaboks I. Vitamin D metabolitter og synonymer som hyppigt anvendes

Vitamin D; ergocalciferol

Vitamin Ds chollecalc1fer01
calciol
250HD;

25-hydroxyvitamin D>

250HD3
25-hydroxyvitamin D3
calcidiol, calcifediol

1,25-dihydroxyvitamin D, 1,25(0H);D;

1,25(0OH)2D3
1,25-dihydroxyvitamin D3
calcitriol

25-hydroxyergocalciferol

1,25-dihydroxyergocalciferol

1,25-dihydroxycholecalciferol

Vitamin D bruges som samlebetegnelse
for bade vitamin D og D3

250HD bruges som samlebetegnelse for
bade 250HD; og 250HD3

25-hydroxycholecalciferol

1,25(0OH)2D, eller aktivt D-vitamin bruges
som samlebetegnelse for 1,25(OH)2D>
og 1,25(0H);D3

10
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CompuGroup
Medical

CGM Analytix - ett AKTA multidisciplinart LIS

e Ett komplett stéd fran provtagning till provsvar - stéd for hela
laboratorieprocessen

e Forenklad och férbattrad driftsituation - ett system istéllet for flera

¢ Nya medicinska mgjligheter - patientdata tillgangligt ver disciplin-
granserna i ett och samma system

e Forenklad integration mot omgivande vardsystem - granssnitt mot
endast ett laboratoriedatasystem

e Forbattrad kvalitet, sékerhet och sparbarhet - data pa ett stélle i ett
och samma system

CGM Analytix ar nasta generations laboratoriedatasystem med stod for
klinisk kemi, mikrobiologi och patologi/cytologi.

SYNCHRONIZING HEALTHCARE

www.compugroupmedical.se

CompuGroup Medical LAB CompuGroup Medical LAB CompuGroup Medical LAB
Cirkelgatan 14 Djdknegatan 23 Smidesvagen 10-12
SE-781 72 Borlange SE-211 35 Malmé 171 41 Solna

T: +46 (0)243 21 76 00 T: +46 (0)46 16 27 70 T: +46 (0)8 404 11 60

E: info@compugroupmedical.com E: info@compugroupmedical.com E: info@compugroupmedical.com



Figur 1. Vitamin D metabolismen.
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og kun D i meget begraenset mangde. Oprindeligt
blev D-vitamin anset for at veere et vitamin, eftersom
kosttilskud kunne helbrede rakitis og osteomalaci. I
dag opfatter de fleste dog D-vitamin som et hormon af
betydning for kalcium-fosfat homeostasen og knogle-
metabolismen. Imidlertid ma D-vitamin fortsat anses
for et essentielt neeringsstof i tilfeelde af utilstraekkelig
endogen syntese.

Endogent dannes cholecalciferol i huden ud fra
7-dehydrocholesterol (praevitamin D3), nar huden
udszettes for ultraviolet B (UVB) lys i belgeleengden
290-315 nm fra solen eller andre kilder (fx solarier)
[1] (Fig. 1). Huden er swrdeles effektiv til at danne
D-vitamin. Helkropsbestraling med sollys, der forer
til en ganske let redme af huden, medferer saledes,
at der dannes ca. 20.000 IE (500 pg) D-vitamin [2].
Raske mennesker kan dog ikke blive forgiftede med
D-vitamin ved at opholde sig i solen. Ved lengere
tids soleksponering omdannes D-vitaminet i huden til
inaktive metabolitter (fx lumisterol og tachysterol) og
optages sédledes ikke i den systemiske cirkulation (Fig.
1). Tillige beskytter en tiltagende hudpigmentering
som felge af solbestraling mod en for kraftig D-vita-
minsyntese. Hudens syntese af D-vitamin afheenger

bade af klimatiske og individuelle faktorer (Faktaboks
II) [1,3]. Nér solen star lavt pa himlen (vinter, aften,
morgen), absorberes hovedparten af UVB-strélerne i
atmosfaeren (specielt i ozonlaget), og nar derfor ikke
jordens overflade. I Sydeuropa (syd for 37°N) indehol-
der solens lys UVB-straler (290-315 nm) aret rundt.
Jo leengere nordpa man kommer, desto kortere bliver
den periode i sommerhalvéret, hvor man kan danne
D-vitamin. I Danmark (55°N) dannes der saledes kun
D-vitamin i huden fra april til oktober. Luftforurening,
skydaekke og tage nedsetter ligeledes meengden af
UVB-straler, som nar jordens overflade, og dermed
syntesen af D-vitamin. De individuelle faktorer af
betydning for D-vitaminsyntesen omfatter graden af
hudpigmentering, solsegende adfeerd, beklaedningsva-
ner (dakkende kleder) og hej alder. Med alderen
mindskes hudens evne til at danne D-vitamin og
antallet af vitamin D receptorer (VDR) i fx muskelveeyv,
hvorfor et lavt D-vitaminniveau m4 anses for at veere
seerligt udslagsgivende i den @ldre del af befolkningen.

Kosten er generelt fattig pd D-vitamin. I Danmark
er det gennemsnitlige indtag pa 2-3 pg/dag. Gen-
nem kosten tilfores D-vitamin hovedsageligt i form af
cholecalciferol, da kun ganske fa fodeemner (fx visse
svampe) indeholder vitamin D>. Fisk - og i seerdeleshed
fede fisk som laks og makrel - er rige pa D-vitamin.
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Faktaboks II. Arsager til D-vitaminmangel.

Nedsat kutan produktion
Klimatiske drsager
= Lav solhgjde
- Hoje breddegrader (lav zenithojde)
- Vinterhalvir (lav zenithpjde)
- Aften og morgen
= Skyer, tage og dis
» Luftforurening (reg, stov, smog, haze)

Individuelle darsager

= Hoj alder (> 65 ar), nedsat kutan
7-dehydrokolesterol

= Pigmenteret hud (indvandrere)

» Manglende soleksposition
- Intensiv brug af solcreme
- Tradition, hudsygdomme, sarcoidose
- Fotosensibiliserende medicin
- Dekkende kleder (indvandrere)

Vildlaks indeholder typisk 25 pg D3/100 gram, hvori-
mod indholdet er betydeligt lavere (5-10 ug/100g), hvis
laksen er opdreettet [3]. Opdraettede laks fodres typisk
med vegetabilske olier, som er fattige pd D-vitamin i
modsetning til havets kril og plankton. Danskernes
kostindtag af fisk er begraenset, hvorfor hovedparten at
D-vitaminindtaget gennem kosten stammer fra kilder,
som er relativt D-vitaminfattige. Da de imidlertid ind-
tages i store meengder, er deres bidrag til det samlede
indtag af D-vitamin dog forholdsvis stort. Danskernes

Nedsat intestinal absorption
Lavt kost-vitamin D
= Habituelt (indvandrere)
= Vegetarer, veganere
Malabsorption
» Coeliaki, Whipple’s sygdom, Crohn’s
sygdom
» Tyndtarmsresektion
» Pankreatitis, leversygdom, cholestase
= Kolesterol-absorptionsheemmere

Dget katabolisme
Metabolisk
» Adipositas (deponering og degradering i
fedtveev)
= Leverinduktion (antiepileptica,
rifampicin, mm)
» Primeer hyperparathyreoidisme
Renalt tab
» Nefrotisk syndrom

D-vitaminindtag gennem kosten stammer séledes fra
fisk (33%), ked (32%), melk (15%), seggeblomme
(11%) og andre kilder (9 %) [4]. I andre nordiske lande
er indtaget af fisk storre end i Danmark, og kostens
bidrag af D-vitamin til den samlede D-vitaminstatus
er derfor ogsa sterre. I Danmark er der mulighed for
frivillig berigelse af margarine efter ansegning, mens
andre fodevarer som fx melk ikke beriges. I Sverige
og Finland er der obligatorisk berigelse af melk og

(Fortscetter side 14)
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Figur 2. Betydningen af
kostens indhold af D-vitamin
(inkl. vitamintilskud) for
D-vitaminstatus. I vinterhaly-
dret stiger plasma 25-hydro-
xyvitamin D med kostens
indhold, hvorimod kostens
indhold af D-vitamin ikke
pavirker P-250HD i sommer-
halvaret (data fra The Danish
Osteoporosis Prevention Study,
DOPS).
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margarine, mens der i Norge er mulighed for frivil-
lig berigelse. Det er hovedsageligt i vinterhalvaret, at
kostens indhold af D-vitamin er af betydning for den
samlede D-vitaminstatus (Fig. 2). Ca. 30 pct. af danske
voksne maend og 50 pct. af voksne kvinder tager om
vinteren et multivitamintilskud, der typisk indeholder
5 ug D-vitamin. Vitamin D tilskud, herunder i form af
multivitamintabletter eller i kombination med kalcium,
indeholder langt overvejende vitamin D3. De Nordiske

Faktaboks III: Sygdomme og symptomer, der skyldes
D-vitaminmangel, eller er associeret til D-vitaminmangel.

Veldokumenteret drsagssammenhang 1)
= Rakitis, osteomalaci
= Frakturer (osteoporose)
» Sekundzer hyperparathyreoidisme
» Qget faldrisiko
= Proksimal myopati
» Nedsat balance
= Hypertension
» Nedsat overlevelse

Association pavist 2)
» Muskelpmhed, artralgier og knoglesmerter
» Autoimmune sygdomme ( mv)
- Type 1 diabetes
- Dissemineret sclerose
* Rheumatoid artritis
» Inflammatorisk tarmsygdom
(Crohn’s sygdom)
= Cancer
- Brystkreeft
- Tyktarmskreeft
- Prostatakreeft
» Infektionssygdomme
- Tuberkulose
- Qvre luftvejsinfektioner
= Psykiatriske sygdomme
- Depression
- Skizofreni
* Metaboliske sygdomme
- Type 2 diabetes (insulinresistens)

1) Kausaliteten verificeret ved randomiseret klinisk under-
sogelse

2) Associationen pavist i epidemiologiske undersogelser
(kohorte, case-control eller okologiske studier)
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Neeringsstof Rekommandationer anbefaler, at bern <
2 ar far 10 pg/dag, voksne mellem 2 og 60 &r 7,5 pg/
dag, wldre over 60 ar, gravide og ammende 10 pg/dag
og serligt udsatte aldre med nedsat soleksposition 20
ug /dag [5]. Anbefalingerne kan variere lidt fra land til
land, men overordnet er det kun meget fa, som fir de
anbefalede meengder gennem kosten [5].

D-vitaminets metabolisme

Efter at vaere dannet i huden eller absorberet fra kosten
deponeres D-vitamin i fedtveev og muskulatur. D-vita-
min aktiveres gennem 2 successive hydroxyleringspro-
cesser til 1,25-dihydroxyvitamin D eller (1,25(OH)2D),
som er den vitamin D-metabolit, der har den storste
biologiske aktivitet. Forst hydroxyleres D-vitamin i
leveren til 25-hydroxyvitamin D (250HD), hvorefter
250HD i nyrerne omdannes til 1,25(OH),D. Den renale
la-hydroxylase stimuleres af calcium- og fosfatmangel
og af PTH, medens selve produktet - 1,25(OH),D
heemmer sin egen syntese. 1,25(OH)2D eger desuden
nedbrydningen af sédvel 250HD som 1,25(OH),D gen-
nem 24-hydroxylering. Herved nedseettes risikoen for
D-vitaminforgiftning. Endelig heemmes syntesen af et
knoglehormon, FGF23, der dannes i osteocytterne. De
seneste ars forskning har vist, at en reekke veev selv er i
stand til at aktivere 250HD til 1,25(OH)2D til eget brug.
Dette er af betydning for en raekke metaboliske effekter
af D-vitamin [1].

Definition af D-vitaminstatus

D-vitaminstatus bestemmes ved maling af plasma
250HD, da 250HD er den D-vitaminmetabolit, som
har den lengste plasmahalveringstid (2-3 uger) og
samtidig ikke er under aktiv metabolisk regulation.
Koncentrationen varierer med arstiderne, med laveste
koncentrationer i vintermanederne (januar-april) og
hejest i juli-august [6]. D-vitaminstatus er uathengig
af kostens indhold af D-vitamin om sommeren, mens
P-250HD stiger med tiltagende kost-vitamin D om
vinteren (Fig. 2).

I Europa anser man saedvanligvis en P-250HD kon-
centration > 50 nmol/I for at veere sufficient. Veerdier mel-
lem 50 og 25 nmol/l betegnes vitamin D-insufficiens, og
veerdier < 25 nmol/l betegnes vitamin D deficiens [7,8].
Ved maling af plasmakoncentrationen bestemmes den
totale koncentration af vitamin 250HD; og 250HD:.
25-hydroxyvitamin D5 forekommer imidlertid kun sjeel-
dent i malbare maengder i den almene befolkning. I en
tveersnitsundersogelse, hvor 2316 kvinder fra Arhus-

14

Klinisk Biokemi i Norden



| 2] 2011

omradet fik mélt deres D-vitaminstatus, var 250HD>-
vitamin kun malbart hos 1,1% af kvinderne [6].

Tabel 1 viser forekomsten af D-vitamin deficiens og
insufficiens i forskellige grupper af normale voksne dan-
skere [6,8]. I USA og efterhanden ogsa mange steder i
Europa er holdningen, at P-250HD skal veere > 75- 80
nmol/], for at man er vitamin D-sufficient [1,5]. Bag-
grunden for at heeve grensen for, hvornar D-vitamin-
status kan anses for at veere sufficient, er, at adskillige
studier har dokumenteret, at P-250HD veerdier over
75-80 nmol/l er nedvendige for at forebygge sekundeer
hyperparathyroidisme, tillige med at meta-analyser
af randomiserede kontrollerede studier har vist oget
knoglemineraltaeethed og mindsket risiko for fraktur
med stigende P-250HD koncentrationer [9].

Betydningen af D-vitamin for sundhed og sygdom
Vitamin D udgver sine effekter ved at bindes til den
nuklezere VDR, hvorved D-vitamin pavirker gentrans-
skriptionen og dermed proteinsyntesen. Tillige er der
pavist vitamin D-receptorer lokaliseret til cellemem-
braner, men den preacise betydning af disse receptorer
er endnu uvis.

De Klassiske effekter af D-vitamin er relateret til
D-vitamins effekter pd knogleveev, muskler, tarm og
nyrer. D-vitaminmangel mindsker den intestinale
absorption af kalk og fosfat, mens udskillelsen i urinen
oges. Dette forer til en kompensatorisk oget PTH-
koncentration i plasma, der stimulerer osteoklasternes
knogleresorption. Samtidig heemmer D-vitaminmanglen

Tabel 1. Preevalens af D-vitaminmangel.

osteoblasternes funktion, hvorved mineralisationen af
nydannet knoglevaev mindskes. Hos bern forer tilstan-
den til rakitis og hos voksne til osteomalaci, hvor knog-
lerne er blede pga. den manglende mineralisering af
knogleveevet. Dette giver anledning til knoglesmerter og
-omhed. Hos bern opstar der deformiteter med bejning
af de vaegtbelastede lange rerknogler i underekstremite-
terne, baekkendeformiteter og klokkeformet brystkasse.
Tillige er D-vitamin af betydning for skeletmuskulaturen
[10,11]. Ved en sveer mangeltilstand opstér der regelret
proksimal myopati. Mindre udtalt D-vitaminmangel er
dog ogsa vist at kompromittere balance- og koordinati-
onsevnen og oge risikoen for fald [11,12].

En rakke randomiserede, kontrollerede studier
(RCT) har dokumenteret, at tilskud med D-vitamin
mindsker risikoen hos aldre for bade fald og osteoporo-
tiske frakturer. Meta-analyser af RCT, hvor D-vitamin-
tilskud er givet enten alene eller i kombination med kal-
cium, tyder i retning af, at den bedste frakturprofylakse
opnas ved samtidigt tilskud af kalcium og D-vitamin
[13]. Metaanalyser af RCT har tillige vist en mindsket
mortalitet hos aldre (>50 &r), som har veret rando-
miseret til tilskud med D-vitamin (ofte i kombination
med kalcium), tydende pé en overordnet gunstig effekt
af tilskuddet [14].

Tillige med disse veldokumenterede effekter (Evi-
densniveau I) tyder en rakke studier pa, at D-vitamin
ogsa har pleiotrope effekter med virkning pa mange
andre celler og vaev [7,15] (Faktaboks IIT). Bade in vitro-,

(Fortscetter side 16)

Plasma 25-hydraxyvitamin D (nmaolil)
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N range) Median, nmoll Andel af populationan som har P-250H0 vaardiar;
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dyreeksperimentelle-, og epidemiologiske studier har
vist effekter af D-vitamin péa forekomsten af en reekke
forskellige sygdomme [1]. D-vitamin er vist at pavirke
immunsystemet og mindske risikoen for infektioner og
autoimmune sygdomme, herunder rheumatoid arthri-
tis, dissemineret sklerose og type I diabetes. Studier har
tillige vist en invers sammenhang mellem D-vitamin-
status og risikoen for at udvikle arteriel hypertension,
hjerte-kar-sygdom og type 2 diabetes. D-vitamin haem-
mer desuden delingen af en rakke celler og fremmer
deres differentiering. Herved nedszttes risikoen for at
udvikle en reekke kreeftformer, som fx brystkreeft, tyk-
tarmskreeft og bleerehalskreeft. En nylig WHO-rapport
har dog problematiseret, om effekten af D-vitaminstatus
pé cancerrisiko er linezer. Rapporten fremhzeever, at en
sakaldt "U-formet” risikoprofil kan gore sig geeldende,
hvor savel hoje som lave doser kan vaere uheldige [16].
Baggrunden herfor er, at enkelte associationsstudier har
vist eget risiko for bla. kreeft- og hjertekarsygdom ved
bade lave og hgje P-250HD koncentrationer. Resul-
taterne fra de epidemiologiske studier kan dog i stort
omfang vere pavirket af confounders, som det ikke fuldt
ud er muligt at korrigere for i de statistiske analyser.

Indikation for maling af plasma 250HD

Hos det enkelte individ er der kun indikation for at male
250HD, hvis personen har en seerlig risikoprofil (ind-
vandrere, malabsorption mv), eller hvis der er mistanke
om sygdomme, som er forérsaget af D-vitaminmangel
eller kan vaere associeret til D-vitaminmangel (Fakta-
boks IV). Der er ikke indikation for at male P-250HD
hos i gvrigt raske personer, som ikke tilhorer en af disse
risikogrupper. Ligeledes er der heller ikke indikation
for rutinemeessigt at méle 250HD hos personer med
kroniske sygdomme som fx diabetes, kreeft- eller hjerte-
karsygdom, med mindre der forekommer risikofaktorer
som anfort i faktaboks IV.

Forebyggelse og behandling af D-vitaminmangel
Personer, som gnsker at sikre sig en sufficient D-vita-
minstatus, kan gere dette gennem livsstilsmodifikation
og/eller ved at tage et dagligt tilskud af D-vitamin.

Effekt af livsstilseendringer

Ivinterhalvaret stiger P-250HD med ca. 25 nmol/], hvis
man spiser fed fisk 2-3 gange ugentlig (130g/uge), med
6,2 nmol/l ved daglig indtag af 300 g berigede fedtfat-
tige maelkeprodukter, med 11 nmol/l ved regelmaessig
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Faktaboks IV. Indikation for maling af plasma
25-hydroxyvitamin D.

Dget risiko for D-vitaminmangel:
» Etnisk afstamning eller morklodet hudfarve
= Livsstil (ringe soleksposition, ophold inden
dore, deekkende kleder)
= D-vitamin fattig kost (veganer, vegetar)
= Sygdomme, hvor D-vitamin er af betydning
for aetiologi / behandlingseffekt
- Malabsorption
- Leversygdom (specielt cholestatisk)
- Nyresygdom (nefrotisk syndrom)
- Hypo- eller hyperkalceemi
- Hyper-/hypoparathyreoidisme
- Forhojet basisk fosfatase
- Osteoporose - lavenergifraktur - fald

Behandling med leegemidler, som eger risikoen
for D-vitaminmangel:
= Farmaka, som forer til fedtmalabsorption
(orlistat og colestyramin)
= Leverinducerende / fotosensibiliserende
farmaka

Mistanke om symptomgivende mangeltilstand:
= Proksimal myopati
= Osteomalaci

brug af multivitamin tilskud og med 14,5 nmol/l efter en
solferie sydpa [17]. I sommerhalvaret vil 10-30 minut-
ters ophold i solen med blottede arme og ben 3 gange
om ugen, hos langt de fleste fore til en P-25HOD kon-
centration > 50 nmol/l [18]. Hudens evne til at danne
D-vitamin er storst under de forste minutters ophold
i solen. Soleksponeringen ber aldrig fere til rodme af
huden, da dette vil oge risikoen for hudkreeft.

Tilskud med D-vitamin
D-vitamin absorberes normalt let fra tarmen, hvorfor
peroral behandling foretraekkes.

Injektionspraeparater med D-vitamin virker lang-
sommere og mindre effektivt end peroral behandling
og ber derfor kun anvendes ved malabsorption, hvor
D-vitaminmangel ikke kan korrigeres gennem livsstil-
smodifikation (soleksponering). Pga. en kortere plas-
mahalveringstid er ergocalciferol (vitamin D>) mindre
effektiv end cholecalciferol (vitamin D3). Cholecalciferol

(Fortseetter side 18)
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foretrackkes derfor bédde ved behandling som admi-
nistreres peroralt og som intramuskulere injektioner
[19,20]. Nar D-vitamin gives som vitamintilskud stiger
P-250HD gennemsnitligt med 1-2 nmol/l per 1 pg
vitamin D/dag. Stigningen i P-250HD er storre hos per-
soner med lave udgangsveerdier end hos personer med
en sufficient status [21]. D-vitamin virker lige godt ved
daglige, ugentlige eller manedlige doseringer, si leenge
den kumulerede dosis er den samme [22]. Da en daglig
tilforsel ma anses for at vaere mest fysiologisk, anbefales
det at administrere tilskud med D-vitamin som et dag-
ligt tilskud. Hos personer med en sveer symptomgivende
mangeltilstand, kan der dog initialt gives hejdosisbe-
handling i form af fx 2500-7500 pg D3 som enkeltdosis
eller 500 pg ugentligt i 8-12 uger. Hvis dagligt indtag
er forbundet med ringe compliance kan ugentlig eller
manedlig dosering ligeledes veere hensigtsmaessig.

Et dagligt indtag pé ca. 28 ug D3 dagligt sikrer, at 97,5
pct. af befolkningen (unge som gamle) vedligeholder
plasma 250HD > 50 nmol/l i slutningen af vinteren,
medens der under de samme betingelser kreeves ca.
40 pg/dag for at sikre 250HD > 80 nmol/l [23]. Hos
personer med risikofaktorer for D-vitaminmangel, og
hos patienter, hvor en sufficient vitamin D-status er
af betydning (Faktaboks IV), kan det veere hensigts-
meessigt at vurdere effekten af behandlingen en enkelt
gang ved at bestemme plasma 250HD i februar-marts
maned, hvor det normalt er lavest. Doseringen om
sommeren vil afheenge af soleksponeringen og pig-
mentering. Tilskudsbehandling bade vinter og sommer
tilrddes indvandrere (fra Palestina, Tyrkiet, Pakistan,
Indien, Sri Lanka og Somalia) og osteoporosepatienter.
Hos osteoporosepatienter og ved sekundeer hyperpa-
rathyreoidisme er det hensigtsmeessigt at kombinere
et D-vitamintilskud med kalcium, da kalcium ligesom
D-vitamin medvirker til at supprimere plasma PTH. I
Danmark tilrader Sundhedsstyrelsen alle (bade maend
og kvinder og uanset risikofaktorer) aldre end 70 &r at
tage et dagligt tilskud pé 10 pg D-vitamin i kombination
med 800-1000 mg elementzert kalcium og at D-vitamin-
dosis oges til 20 pg (uanset alder) hos personer, som er
i risiko for at udvikle osteoporose.

Perspektiv

Som allerede anfert tyder en reekke studier pa, at
D-vitamin kan forebygge en rsekke hyppige forekom-
mende sygdomme, herunder kreft- og hjertekarsyg-
domme (Faktaboks III). Hvis dette er tilfeeldet, vil en

| 2| 2011

optimering af D-vitaminstatus i den brede befolkning
kunne fore til en veesentlig forbedring af befolkningens
almene helbredstilstand. Bade i USA og i England
er der aktuelt ved at blive ivaerksat randomiserede
kontrollerede studier, som har til hensigt at under-
soge betydningen af behandling med D-vitamin for
multiple helbredsfeenomener. I studierne undersoges
effekten af tilskud med D-vitamin i betydeligt hojere
doser (op til 50 pg/dag) end de doser, som har veeret
anvendt i tidligere undersogelser (se fx www.vitalstudy.
org). Resultaterne fra disse studier vil angiveligt fore-
ligge i lobet af de kommende 5-7 ar. Da vi i Norden
har et registersystem som pa meget effektiv vis regi-
strerer alle sundhedsydelser, ville det vere enskeligt
med et tilsvarende Nordisk studium, idet vi med et
sadan studium, i en intention-to-treat analyse, kunne
lave et meget validt follow-up pé alle randomiserede
deltagere. Endvidere er der behov for at klarlegge
mulige effekter af en optimeret D-vitaminstatus (evt.
i form af tilskud med D-vitamin) i den yngre del af
befolkningen, da der kun foreligger meget sparsomme
data hvad angar mulige effekter af D-vitamin blandt
yngre individer.
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Maling og standardisering af 25-hydroxyvitamin D
i serum

Carsten S. Hojskov, Lene Heickendorff og Holger Jon Moller
Klinisk Biokemisk Afdeling, Arhus Universitetshospital
carshoej@rm.dk

Der har de seneste dr veeret stigende fokus pa
Vitamin D og dets betydning for sundhed og syg-
dom. Ikke blot pd grund af vitaminets centrale
rolle i calcium-stofskiftet, men ogsd pd grund af
en stigende opmeerksomhed pd mulige effekter pd
autoimmune sygdomme og cancer (1,2). Den mest

palidelige vurdering af en persons vitamin D-sta-
tus fas ved mdling af koncentrationen af 25-hydroxyvitamin D (25(0OH)D) i serum (3,4). Dette har med-
fort et steerkt oget antal rekvisitioner af 25(OH)D-analyser i Klinisk Biokemi og dermed et oget behov
for robuste og automatiserede metoder. I denne artikel vil vi give et rids over udviklingen af metoder til
25(OH)D-madling og behandle nogle af de analytiske udfordringer, der er knyttet til 25(OH)D-madling
med seerlig fokus pa standardisering og kalibrering.

Udviklingen i rekvirerede analyser

Antallet af udferte vitamin D-analyser er nesermest
eksploderet de seneste 4r og pé vores afdeling mere
end 10-doblet fra 2001 til 2010, hvor vi udferte mere
end 130.000 analyser (Fig. 1). Langt den storste del
rekvireres fra almen praksis. Antallet toppede i for-
aret 2010, hvor der fra praksissektoren alene i marts
méned blev rekvireret mere end 10.000 prover. I den
maned blev 25(OH)D den 5. mest rekvirerede analyse i
almen praksis efter P-Creatinin, -Natrium, -Kalium og
-ALAT, og der blev rekvireret flere 25(OH)D-analyser
end fx P-Cholesterol(total) og B-Leukocytter og 3
gange sa mange som P-Calcium. Vi skenner, at der i
2010 blev udfert op mod 1 million analyser i Danmark
til en samlet pris p4 omkring 200 millioner DKK.

Danske rekommandationer for rekvisition af
P-25-OHD

Blandt andet pd baggrund af ovenstdende udsendte
Sundhedsstyrelsen i Danmark i maj 2010 en anbefa-
ling vedrerende maling af Vitamin D, hvori det blev

pointeret, at der ikke er grundlag for at screene for
vitamin D-mangel hos personer med almindelig sund
livsstil eller for maling af vitamin D hos patienter med
kendt kronisk sygdom. Maling af vitamin D ber for-
beholdes personer i risiko for sveer D-vitaminmangel
samt patienter med eget risiko for fald og frakturer,
nyresygdom, malabsorption eller leversygdom (1,5).
Anbefalingen ser ud til at have haft effekt, idet der
siden er set et lille fald i antal rekvisitioner (Fig. 1).

Gennemgang af tidligere maleteknikker (historisk
perspektiv)
En rackke faktorer gor det til en stor udfordring at male
25(OH)D. Vitaminet er i serum steerkt proteinbundet,
og der ses typisk matrix-effekter ved immunometrisk
maling. Ydermere eksisterer 25(OH)D i de to former
25(OH)D2 (25-hydroxy-ergocalciferol) og 25(OH)
D3 (25-hydroxy-cholecalciferol), der begge er klinisk
relevante at bestemme. Der har tillige i lang tid veeret
uenighed om standardisering af analysen (6).

De forste metoder til bestemmelse af 25(OH)D blev
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Fig. 1. A. Udvikling i antal rekvirerede 25(OH)D analyser pr. dr pd Arhus Universitetshospital. B. Det seneste halve dr ses for for-
ste gang et fald i rekvisitionerne. Dette falder sammen med at Sundhedsstyrelsen i maj 2010 udsendte en anbefaling vedrorende

rekvisition af 25(0OH)D analysen (5).

beskrevet i begyndelsen af 1970erne og var baseret
pé kompetitiv proteinbinding efter vaskeekstraktion
(7). I samme periode blev kromatografiske metoder
som fx HPLC med UV-detektion og gas-kromatografi
ogsé tilgengelige og taget i anvendelse i forsknings-
sammenheeng.

Kitbaserede kommercielle assays

De forste kommercielle kit-baserede RIA-assays blev
introduceret i begyndelsen af 1990%erne (Fig. 2). For at
undga handtering af radioaktivitet og den begreensede
holdbarhed er disse assays i hgj grad blevet erstattet af
immunoassays, som ikke anvender radioaktive labels.
I DEQAS (Vitamin D External Quality Assessment
Scheme) kontrolprogrammet, der har over 800 del-
tagende laboratorier, var de tre mest anvendte meto-
der i udsendelsen fra oktober 2010 Diasorin Liaison
Total (38%), IDS EIA (18%) og automatiseret IDS
EIA (14%). Liaison Total er et direkte kompetitivt
chemiluminicens-immunoassay (CLIA), mens kittene
fra IDS er enzym-immunoassays (EIA).

I DEQAS programmet og hos CDC (Center of
Disease Control) har man observeret, at det maélte
niveau ikke har veret stabilt for disse metoder, séledes
at bias kan variere over tid (8). Og da hovedparten af

(Fortseetter side 22)

Vurdering af vitamin D status kreever méling
af 25(OH)D og ikke 1-25(OH)D.

25(OH)D omfatter de to former cholecalci-
ferol (25(OH)D3) og ergocalciferol (25(OH)
D). Den samlede mengde af de to former
skal males og rapporteres.

Kommercielt tilgeengelige kit-metoder med-
bestemmer kun til en vis grad og i varierende
omfang Vitamin D5.

Kommercielt tilgeengelige kit-metoder har
tidligere generelt ligget lavere i niveau end
LC/MS/MS-metoder, men i dag er niveauerne
mere sammenlignelige pga. bedre standardi-
sering.

Anbefalede niveauer (1,5):

<12 nmol/l: Sveer mangel (rachitis og osteoma-
laci kan forekomme), 12-25 nmol/l: Mangel,
25-50 nmol/l: Insufficiens, >50 nmol/l: Suf-
ficient, 75-150 nmol/l: Optimalt niveau hos
osteoporosepatienter og nyrepatienter, ca. 200
nmol/l: Risiko for toksicitet.

Korrektheden af anbefalingerne til graenseveer-
dier for serum 250H-D baserer sig pa wldre
studier under anvendelse af darligt standardi-
serede metoder.
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Fig. 2. Tidslinie over P-25(OH)D analyser. I figuren ses en tidslinie med angivelse af introduktionsdret for de veesentligste metoder,
der har veeret anvendt pa klinisk biokemiske laboratorier. NIST: En international standardiserings-procedure blev introduceret

2009/2010.

(Fortsat fra side 21)

de publikationer, der omhandler populationsstudier
og nuverende anbefalinger vedrerende niveau for
serum 25(OH)D (se faktaboks) er blevet udfert med
DiaSorin assays, kan det vanskeliggore anvendelsen af
de publicerede anbefalinger i dag.

Kromatografiske, herunder LC/MS/MS

HPLC med UV-detektion har haft en vis udbredelse,
bade i form af in-house metoder og kommercielt
tilgeengelige kits fra fx. Chromsystems eller Recipe.
Brugen af kromatografiske metoder er dog forst aget
vaesentligt, efter at LC/MS/MS-metoder til rutinemees-
sig analyse af 25(OH)D i de klinisk biokemiske labo-
ratorier er blevet tilgeengelige fra omkring 2005 (9).
Disse metoder kan synes arbejdskravende, idet de
kreever preeparation af preverne inden analysering,
typisk i form af proteinfeeldning evt. efterfulgt af en
form for ekstraktion. De senere ar er der dog publiceret
flere halv-automatiserede metoder, der tillader et stort
work-flow i klinisk biokemiske rutine-laboratorier
(10,11). I begyndelsen var metoderne udviklet lokalt
pé de enkelte laboratorier, men i de seneste par &r har
fx ChromSystems og Perkin Elmer lanceret kroma-
tografiske kits til LC/MS/MS, og metoderne udger
derfor en stigende andel i DEQAS programmet (11%
i oktober 2010). LC/MS/MS- metoder gor det muligt
selektivt at male bade 25(OH)Ds3 og 25(OH)D2, som
begge kan kvantificeres fx ved brug af stabilt isotop-
meerkede interne standarder (IS) (11). Selvom LC/MS/
MS-metoder er de mest pracise og anses for referen-
cemetode, sd har implementeringen af teknikkerne
i de klinisk biokemiske afdelinger vaeret heemmet af
relativt dyre startomkostninger og af, at metoderne i
begyndelsen var praeget af mange manuelle procedurer.

Nye automatiserede metoder

Abbott og Siemens har nyligt introduceret nye auto-
matiserede metoder til henholdsvis Architect- og
Centaur-platformene. Roche lancerede allerede i
2007 en analyse for 25(OH)D3 og forventes snart
at introducere en total 25(OH)D metode til Cobas.
Der foreligger endnu ikke mange data pa disse nye
immunometriske metoder, men de vil uden tvivl
komme til at spille en vesentlig rolle pa omréadet i
de kommende ar.

Skal vi male bade D2 og D3 ?

25(OH)Ds stammer fra D3 syntetiseret i huden efter
soleksponering eller fra foden og er normalt den ene-
ste form, der kan pavises i serum. P4 grund af tilseet-
ning af D; eller behandling med D; kan 25(OH)D>
dog udgere en vasentlig del af den samlede mengde
25(OH)D. Da de to former begge har fysiologisk virk-
ning, er det vaesentligt, at metoderne medbestemmer
bade 25(0OH)D2 og 25(OH)Ds uden krydsreaktion
fra andre komponenter (12). I Arhus har ca. 8 % af
de tilsendte prover maleligt D, indhold, og ca. 3 %
indeholder mere end 50 nmol/L. De immunomet-
riske malemetoder udger et serligt problem, da disse
metoder i meget varierende omfang medbestemmer
25(OH)Ds. Nichols Advantage-analysen (Fig. 2) blev
fx taget af markedet p4 grund af overestimering af D3 i
forhold til D». Ifelge leveranderernes egne oplysninger
for tre hyppigt anvendte immunometriske kit-metoder
bestemmes 25(OH)D> henholdsvis svarende til 0%
(Roche), 75% (IDS) og 100% (DiaSorin). Dette udger
naturligvis et potentielt klinisk problem, nér analysen
anvendes til monitorering af patienter, der behandles
med receptpligtigt hoj-dosis Vitamin D (12). Der er
séledes ikke tvivl om, at metoderne skal bestemme
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total 25(OH)D, dvs. summen af 25(OH)D; og 25(OH)
D3, og at dette samlede tal skal rapporteres til klini-
kerne. Til gengeeld er der mere diskussion om ned-
vendigheden af at rapportere 25(OH)D; og 25(0OH)D3
hver for sig, hvilket er muligt med de kromatografiske
metoder. Aktuelt er mange receptpligtige vitamin D
preeparater i Danmark stadig af typen Dy, og det kan
veere nyttigt at kunne monitorere effekten af tilskud af
vitamin D>. P4 den baggrund har vi, siden vi indferte
LC/MS/MS-analysering i Arhus i 2006, udgivet bade
det samlede svar og de to komponenter hver for sig. I
dag anbefaler man generelt at give tilskud i form af D3

Foto: Henrik Alfthan
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(1), sd behovet for seerskilt at kunne male D, forventes
at falde fremover.

Standardisering, sporbarhed og ekstern kontrol

Vitamin D-analyserne har veret preeget af meget stor
variabilitet mellem metoder (immunologisk - HPLC
- LC/MS/MS), forskelle der ogsd kan ses mellem
forskellige metoder fra samme firma. Forskellene har
blandt andet skyldtes forskellig standardisering og
manglende referencemateriale/referencemetode (6).
Der har ikke vaeret formel konsensus om en referen-

(Fortscetter side 24)
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cemetode til vitamin D, men i praksis opfattes LC/MS/
MS (bl.a. af DEQAS) som kandidat-referencemetode.
Indtil 2009 har der ikke eksisteret nogen internationalt
standardiseret kalibrator for 25(OH)D, og fer den tid
har hver enkelt producent mattet lave sin egen stan-
dardisering, hvilket sandsynligvis har bidraget til den
observerede variation.

NIST (National Institute of Standard & Technology)
har nu udviklet et serum-baseret referencemateriale
(SRM 972) bestaende af 4 sera med veerdier for savel
25(0OH)D: og 25(OH)Ds bestemt ved LC/MS/MS
(13). Med disse standarder er det nu muligt at sikre
sporbarhed for analysemetoderne. Kun det ene af
materialerne (level 1) er ikke-modificeret serum. De
ovrige er enten fortyndet med hesteserum (level 2)
eller tilsat 25(OH)D; (level 3) eller 3-epi-25(OH)D3
(level 4). Og det faktum at flere af de immunometriske
metoder pévirkes, hvis matrix eendres eller 25(OH)D
tilseettes (14), gor at det reelt kun er level 1, der direkte
kan anvendes til alle metoder.

Efter introduktionen af NIST referencematerialet
har producenter af kits og kalibratorer sogt at doku-
mentere sporbarheden af deres produkter hertil, hvil-
ket har medfert justeringer af kalibreringsniveauer. Pa
vores laboratorium har vi fx observeret, at veerdien for
et nyt kalibrator-lot fra firmaet Chromsystems aend-
rede sig vaesentligt i forbindelse med, at man indferte
sporbarhed til NIST referencematerialet.

En opggrelse over resultaterne fra DEQAS afprov-
ningerne viste, at den inter-labotatorielle imprecision
(CV%) for samtlige indleverede resultater er blevet
halveret i perioden fra 1995 til 2009. Resultaterne
fra de fleste metoder har ogsé narmet sig hinanden,
selvom der stadig observeres veesentlige forskelle.
Fx ligger resultaterne fra LC/MS gruppen ca. 9,5
% hojere end DiaSorin Liaison Total-gruppen (8).
I 2008 blev der lavet et forseg inden for LC/MS-
gruppen, hvor laboratorierne, ud over at indlevere
resultaterne pa seedvanlig vis, ogsd blev bedt om at
beregne proverne ud fra en kalibrator, som var ble-
vet leveret af DEQAS. Resultatet af forseget blev, at
den gennemsnitlige inter-laboratorielle impraecision
(CV%) faldt fra 16,4 % til 10,4 % - blot ved at benytte
samme kalibreringsgrundlag (14). Man kan saledes
hébe p4, at introduktionen af et referencemateriale
og producenternes indsats for at dokumentere spor-
barheden hertil, vil medvirke til at reducere metode-
forskellene yderligere.
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”The Arctic Experience 2012”

Course in Scientific Writing and Publishing

February 14-17, 2012
Finse, Norway

The Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory
Investigation (SJCLI) and Nordic Society of Clinical
Chemistry (NFKK) hereby invite colleagues from the
Nordic countries to participate in an extensive course
in scientific writing and publishing. The Editorial
Board of SJCLI will be responsible for the program.

The aim of the course is to increase the awareness
of the importance of scientific writing, and to train the
participants in writing a scientific manuscript.

The course will be organized in both structured
lectures and in groups writing a scientific manuscript
based on given data and literature.

Finse is located at the southernmost part of Europe
with an arctic climate at 1222 meter above sea level and
only accessible by train, from either Bergen or Oslo
(www.finse1222.no and www.finse.com).

This remote location has been selected in order to
find the necessary calm and tranquility for maximal
focus on the activities during the course as well as for
team-building and network forming.

The course is open for Nordic colleagues within the
field of medical biochemistry/clinical biochemistry/
clinical chemistry, primarely for those in postgraduate
specialist training and/or involved in research projects.

The maximum numbers of participants is 20. The
official language is English or a language understan-
dable for all participants.

Information concerning registration, participation
fee, literature, travel etc. will be announced in the next
issue of Klinisk Biokjemi i Norden.

Contact: Tor-Arne Hagve

tor.arne.hagve@ahus.no

Unit of medical biochemistry, Akershus University
Hospital, 1478 Lerenskog, Norge

Phone +47-90510956
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Biomarkorer for Alzheimers sjukdom:
Hur kvalitetssdkra infor kliniskt bruk?

Niklas Mattsson, Henrik Zetterberg och Kaj Blennow
Laboratoriet for Neurokemi, Sahlgrenska Universitetssjukhuset/Molndal, Molndal

niklas.mattsson@neuro.gu.se

Andelen dldre personer i befolkningen blir allt
fler, och forekomsten av patienter med neuro-
degenerativa sjukdomar och demens ékar dirfor
snabbt. Idag finns det ca 35 miljoner patienter
med demenssjukdomar 6ver hela virlden och
dessa berdknas 6ka till ca 120 miljoner dr 2050,
om genombrott i den forskning som pdgdr uteblir

(1). Situationen dr alarmerande och bor tas pd storsta allvar. De flesta demenspatienter har Alzheimers
sjukdom. Nu tillgingliga likemedel mot Alzheimers sjukdom dr acetylkolinesterashdmmare och partiella
NMDA-receptorantagonister. Dessa kan minska symtomen men pdverkar inte den underliggande sjuk-

domsprocessen. Det pdagar dirfor en intensiv utveckling av sjukdomsmodifierande likemedel. Sadana

lakemedel bor sannolikt sdttas in tidigt i sjukdomsforloppet for optimal effekt. Tyvirr kan man inte
diagnostisera Alzheimers sjukdom i tidigt skede med klinisk undersékning. Laboratoriemedicin spelar
ddrfor en stor roll for diagnostiken och kommer troligen att bli dnnu viktigare ndr sjukdomsmodifierande

likemedel finns tillgdngliga (2).

Alzheimers sjukdom

Alzheimers sjukdom kédnnetecknas makroskopiskt av
kortikal cerebral atrofi. Mikroskopisk undersokning
av hjérnan visar extracelluldra plack bestdende av en
aggregerad form av peptiden 3-amyloid42 (Ap42) och
intraneuronala tangles bestdende av fosforylerade tau-
proteiner. Enligt den dominerande sjukdomshypote-
sen orsakas sjukdomen av en felaktig metabolism av
AP, som aggregerar och bildar 16sliga oligomerer och
plack, vilket leder till synapsdysfunktion, forlust av
synapser och nervceller, hjirnatrofi och demens (3).
Dessa skadliga processer borjar troligen redan innan
de forsta kognitiva symtomen upptrader. En person
som utvecklat litt kognitiv funktionsnedséttning men
inte uppfyller kriterierna for demens kan fé diagnosen
MCI (mild cognitive impairment). Ungefir halften
av patienter med MCI fir en demensdiagnos inom

négra ar, men granserna ir otydliga mellan normalt
aldrande, MCI och demens. En del MCI-patienter
har en stabil latt funktionsnedsittning och ett fital
forbattras till och med och aterfar normal kognitiv
funktion. Differentialdiagnostiskt kan det vara svart
att skilja demens orsakad av Alzheimers sjukdom fran
andra demenssjukdomar, som vaskuldr demens och
frontallobsdemens. Mainga patienter har dessutom
en blandad patologi i hjarnan, med inslag av bade
Alzheimers sjukdom och vaskuldr sjukdom. For att
16sa dessa kliniska problem anvinds nu biomarkorer i
cerebrospinalvitska (CSV) som ett stod i diagnostiken.

Cerebrospinalvitska och lumbalpunktion

CSV utsondras av plexus choroideus i hjérnans vent-
riklar och langs med kortexyta. Vitskan cirkulerar ner
lings med ryggmargen och ér dtkomlig for provtag-
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ning med lumbalpunktion (LP). En korrekt utférd LP
medfor inga allvarliga risker. Huvudvérken som kan
uppkomma efter undersokningen &r oftast litt, och
alltid 6vergaende, och kan behandlas med receptfria
analgetika (4,5). Trots detta varierar anvdndningen
av LP i demensutredningar stort mellan lander. I de
nordiska linderna dr LP ofta en del av utredning,
medan ldkare i USA 4r mer restriktiva. Skillnaderna
beror troligen pd en kombination av resursfordelning,
kunskap och attityd hos bade lakare och patienter.

Biomarkorer i cerebrospinalvitska

Nar LP utfors i demensutredningar i Norden efter-
fragas ofta analyser dels for att utesluta viktiga diffe-
rentialdiagnoser, exempelvis neuroinflammation, och
dels for att ge okat stod for en specifik demensdiagnos.
Rutinanalyser som kan utforas vid ménga sjukhusla-
boratorier 4r méatningar av albumin for att uppskatta
blod-hjarnbarriarfunktionen, samt celltal, IgG och IgM
for att detektera inflammation i centrala nervsystemet.
Manga lakare efterfragar ocksa specifika demens- och
hjarnskademarkorer, som endast analyseras pé ett fatal
specialiserade laboratorier. Sedan mitten av 1990-talet
har de viktigaste CSV-markorerna for Alzheimers
sjukdom varit proteinet total-tau (T-tau), dar okade
nivéer avspeglar kortikalt axonalt sénderfall, fosfo-
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Figur 1. Biomarkdérer for Alzheimers sjukdom. De tre vanligas-
te CSV-markdorerna for Alzheimers sjukdom dr amyloid-f31-42
(AB42), total-tau (T-tau) och fosforylerat tau (P-tau).
Nivderna av AP42 dr laga, troligen sekunddrt till ansamling i
plack. Hoga nivier av T-tau avspeglar axonalt sonderfall och
hoga nivder av P-tau avspeglar forekomst av neurofibrilldra
tangles.

rylerade isoformer av tau (P-tau), ddr okade nivaer
avspeglar neurofibrilldra tangles, samt peptiden AB42,
dar sdnkta nivéer avspeglar amyloida plack (2) (Figur
1). Ofta undersoks aven proteinet neurofilament light,
ddr okade nivéer avspeglar sonderfall av subkortikala
grova myeliniserade axon, vilket kan indikera till
exempel vaskulir sjukdom eller frontallobsdemens (6).
Ibland analyseras ocksé gliafibrilldrt surt protein, som
avspeglar astrocytaktivering och glios (7).

Biomarkorer for diagnostik av Alzheimers sjukdom
Ett stort antal studier har visat att AB42, T-tau och
P-tau har sensitivitet och specificitet kring 80-90% for
Alzheimers sjukdom (8). Detta géller bade i tvarsnitts-
studier med dementa patienter mot friska kontroller
och i prospektiva studier dir MCI-patienter f6ljts till
demensdiagnos. Bland MCI-patienter ger biomarké-
rerna positiva och negativa prediktiva virden kring ca
65-90% for Alzheimers sjukdom. De hogsta prediktiva
virdena ses vid studier pa specialiserade minnesmot-
tagningar dar prevalensen av underliggande Alzhei-
mers sjukdom édr hog (ca 50% hos en MCI population).
Biomarkérerna ér dérfor kliniskt mest anvédndbara vid
specialiserade centra.

Biomarkoérer i likemedelsutveckling

Det pégar intensiv forskning om behandling av Alz-
heimers sjukdom och pa www.clinicaltrials.org listas
636 pagaende studier interventionsstudier (sokning
2011-01-06). Men trots detta saknas fortfarande stora
genombrott fér sjukdomsmodifierande behandling
och flera lovande studier har till och med avbrutits
i fortid pd grund av svara likemedelsbiverkningar
(9). Det har darfor foreslagits att CSV-biomarkérer
kan anvéndas i ldkemedelsstudier, for att sdkerstilla
biokemiska effekter av lakemedel, 6ka sannolikheten
att inkluderade patienter verkligen har Alzheimers
sjukdom, och dvervaka toxicitet och biverkningar.

Multi-centerstudier och variabilitet

Biomarkorernas diagnostiska sakerhet har varit lagre
i multi-centerstudier dn i mono-centerstudier, vilket
troligen orsakas av variation mellan kliniska centra
och laboratorier (10-12). Biomarkornivéer for Alz-
heimerpatienter och kontroller varierar ocksé kraftigt
mellan studier, vilket forsvarar jamforelser och meta-
analyser (Figur 2). Vad beror dessa variationer pa?

(Fortscetter side 32)
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Det finns mojliga felkéllor inom bade pre-analytiska,
analytiska och post-analytiska faser (13). Det finns
dessutom en variabilitet i prestandan av de analy-
tiska kit som anvénds fér analyserna. Pre-analytiska
felkallor inkluderar patientselektion, utférande av LP
och hantering och lagring av CSV-prover. Analytiska
faktorer inkluderar hantering av instrumentering och
variationer i hur analyser utfors av olika lab och av
olika individer. Post-analytiska faktorer inkluderar
databearbetning, acceptanskriterier for mitdata och
val av diagnostiska grénser.

Standardisering mellan lab - The Alzheimer’s
Association External Quality Control Program
Tidigare studier har visat att CV mellan lab for Ap42,
T-tau och P-tau ar 20-30% (14, 15). For att underlatta
harmonisering och standardisering mellan lab har vi i
samarbete med amerikanska Alzheimer’s Association
startat ett externt kontrollprogram fér CSV-demens-
markorer (2). Over 60 lab 6ver hela virlden deltar i
programmet som startade hosten 2009. Tre ganger
per ar skickas prover ut frdn Laboratoriet for neu-
rokemi, Sahlgrenska Universitetssjukhuset/Mélndal.
Proverna analyseras av deltagarna med kommersiellt

| 2| 2011

tillgdngliga metoder for AP, T-tau och P-tau. De flesta
lab anvidnder ELISA-kit, men det finns ocksa deltagare
som anvander assays for Luminex(R) eller Meso Scale
Discovery(R). Data rapporteras tillbaka till Mélndal,
dar vi beraknar variabilitet inom och mellan lab, samt
variabilitet over tid. Vi dterrapporterar darefter till
deltagarna om hur de ligger i férhallande till 6vriga
anonymiserade lab. Varje provomgang innehaller tva
unika prover och ett longitudinellt prov som aterkom-
mer i varje omgang. Proverna konstrueras fran aviden-
tifierad CSV fran vér rutinverksamhet och alikvoteras
till 500 uL. Resultaten fran de férsta omgangarna kom-
mer att publiceras under 2011. Ett mal med program-
met dr att identifiera orsaker till variabilitet mellan lab.
Deltagarna far darfor fylla i checklistor och besvara
frageformulér som forhoppningsvis ska kunna avsloja
vilka felkéllor som bidrar mest till variabiliteten. Okad
harmonisering mellan lab kréivs for att i framtiden
kunna etablera universella diagnostiska granser och
beslutsgranser. Ett syfte med projektet r &ven att via
en internationell jaimforelse av resultat kunna pavisa
vilken variation sjilva analyskiten har i sig, framfor allt
avseende sa kallad batch-to-batch variation, och dari-
genom patvinga tillverkarna att 6ka kvalitetskraven vid
tillverkningsprocessen. Det dr méjligt att vi daven kom-
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Figur 2. Variation mellan studier for CSV amyloid-f3 och CSV total-tau. Figuren visar medelvirden frin 40 studier som anvint
INNOTEST® ELISA (Innogenetics, Ghent, Belgium). Studierna inkluderar sammanlagt ca 2700 Alzheimerpatienter och 1400 kon-
troller. Studier som rapporterade medianvirden visas med rutmonstrade staplar. (Referenser till studierna kan fis av forfattarna.)
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mer att behdva ta fram certifierade referensmaterial
och referensmetoder.

Standardisering mellan studier - UGOT CSF 2010

Eftersom variationen ar stor mellan lab ér det svart att
jamfora resultat mellan olika biomarkérstudier. Vid
laboratoriet i Mélndal har vi dérfor tagit fram prover
avsedda som externa kontroller for biomarkérstudier.
Proverna &r alikvoter fran en pool som vi kallar UGOT
CSF 2010 (University of Gothenburg CSF 2010). Stu-
dier som inkluderar dessa prover kan jimforas med
varandra, dven om de gjorts vid olika lab. Mer kon-
trollprogram kan fas frén koordinator Staffan Pers-
son (neurochem@neuro.gu.se) samt pa var hemsida
(http://www.neurophys.gu.se/english/departments/psy-
chiatry_and_neurochemistry/Neurochemical_pathop-
hysiology_and_diagnostics/TheAlzAssQCProgram/).

Sammanfattning

Alzheimers sjukdom ir ett snabbt 6kande problem.
Det krévs intensiva insatser frin myndigheter, forskare
och industri for att tackla utvecklingen. Ett led i detta
ar forbattrad diagnostik och accelererad likemedels-
utveckling. Har spelar CSV-biomarkérer en viktig roll.
Vér forhoppning ar att vi med hjélp av okat interna-
tionellt samarbete, som i kvalitetskontrollprogrammet
for biomarkorer, ska fa battre verktyg for att bekimpa
Alzheimers sjukdom.
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MicroRNA: Key regulators of gene expression
- analytical aspects and clinical potential
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2Institute of Clinical Medicine, University of Oslo, Oslo, Norway
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MicroRNAs (miRNAs) are a new class of small,
endogenous, non-coding RNA molecules with
functional properties (1). Several studies have
shown miRNAs to play key regulatory roles in
a variety of essential biological processes, inclu-
ding development, metabolism, cell- prolifera-
tion, differentiation and death, as well as in dif-
ferent diseases (2). The regulatory properties are
exerted on their specific targets, the messenger
RNAs (mRNAs), thereby controlling gene expres-
sion mainly by translational inhibition or degra-
dation of the mRNA. miRNAs have been detected
in almost all higher eukaryotes, and their evolu-
tionary conservation across different species cor-
roborates their functional importance.

The discovery of miRNAs as posttranscriptional regu-
lators has added yet another layer of complexity to the
mechanisms that govern basal and disease-directed
gene expression. The discovery of miRNA has trig-
gered an explosion of research activities, but has left
many unanswered questions about how this regulation

functions and how it is integrated with other regulatory
mechanisms. Certainly, more studies in the miRNA
field are definitive necessary to establish miRNAs as
reliable and useful biomarkers.

MicroRNA biogenesis

MicroRNAs (miRNAs) in their mature and active form
are only 18-24 nucleotides long, single-stranded and
subcellularly localized in the cytoplasma after a multi-
step biogenesis (Fig.1). In line with other RNAs, miR-
NAs are transcribed from specific gene coding regions
by RNA polymerase II as a longer primary transcript
before they are modified through 5’-capping and
3’-polyadenylation (3). In contrast to what we appre-
hend as traditional post transcriptional proceedings,
the miRNA precursor is termed pri-miRNA, includes
hairpin structures and is partly double stranded. Pri-
miRNA is shortly cleaved by the nuclear Drosha and
Pasha enzyme complex (4), forming a double stranded
pre-miRNA of approximately 60-70 basepairs, which is
actively transported out to the cytoplasmatic compart-
ment by Ran-GTP and the Exportin-5 receptor (5).
Before the endpoint of a short, single stranded, mature
miRNA is reached, the endonuclease Dicer enzyme
removes the hairpin loop followed by an RNA strand
unwinding step (6).

miRNA activity

Mature, cytoplasmatic miRNAs are subsequently incor-
porated into an Argonaut-containing RNA-induced
silencing complex (RISC), which are able to search
for and pair with complementary sequences among
surrounding mRNAs (7). Interaction of miRNA and
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complementary binding sites on target mRNAs mainly
facilitates downregulation of the protein synthesis by
post transcriptional inhibition through either trans-
lational repression or degradation of mRNA through
destabilization. The mechanism for target regulation
is yet not fully clarified, but the mode of repression
may depend on the level of complementarity between
miRNA and mRNA target. Perfect or close to perfect
base-pairing favour mRNA degradation, whereas lower
grade sequence homology promotes translational inhi-
bition (8,9). On the contrary, recent evidence suggests
that miRNA may also upregulate translation of selected
targets (9).

The 5’-region of a miRNA, designated the “seed
region” (nucleotide number 2-8), has shown to be cru-
cial for binding the right mRNA, and is therefore of
major importance for miRNA targeting and function
(10). Binding is most often imperfect and principally
located in the 3’-untranslated region (UTR) of target
mRNAs, but has also been found to be situated in the
5" UTR or in coding regions (11). Because functional

i Of pog enilid
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miRNA activity does not require perfect sequence
homology between the miRNA and the target mRNA
strands, a single miRNA can regulate several different
mRNA targets. Moreover, the flexibility of the base-
pairing allow multiple miRNAs to regulate one mRNA
(Fig. 2). In this way, miRNAs have theoretically the
capacity to control the expression of a broad range of
different target proteins, which again can affect a myriad
of down stream cell regulatory pathways.

The functional range of the miRNAs is exerted
through their regulation of specific sets of target bind-
ing. So far, target prediction has been a difficult task,
but the recent development of sequence-matching
algorithms, which identify putative miRNA targets, may
improve model accuracy. The mechanism of miRNAs
and their contribution to regulation of gene expres-
sion through sequence-specific basepairing with target
mRNAs are not fully understood, but it is estimated that
up to 50 % of the 30 000 human genes may be potential
targets for the miRNAs (12).

(Fortscetter side 36)
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Figure 1. The multistep biogenesis of mature miRNA.
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miRNA diversity

miRNA coding genes are often localized in intergenic
regions of the genome, where they are organized
as separate genes, in tandem, head to tail, or in line
configuration. These miRNA genes are preferentially
regulated by their own independent promoters (13).
Alternatively, miRNA genes can be located within other
transcriptional units, usually in intronic regions but also
in exons, where the miRNA expression is regulated in
parallel to their host genes. Multiple gene loci may gen-
erate the same mature miRNA, but these genes are most
often under different regulatory control. It is estimated
that as much as 5 % of the human genome may code
for different miRNAs. The presence of DNA sequence
variations in the miRNA gene, like Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), small base-deletions or inserts,
as well as epigenetic factors, can contribute to a switch

(1) Can we measure the marker?

- Pre-analytical stability excellent

- Time consuming extraction process that require
expert knowledge

- Current analytical platforms may be suboptimal

- Lack of established criteria for normalization

Status: Several challenges remaining regarding ana-

Iytical aspects

(2) Does the marker add new information?

- Independent association with diagnosis and/or
prognosis in multivariate regression models

- Improves the AUC/C statistics of established risk
models

- Improves fit of established risk models

Status: Currently not been examined for miRNA

biomarkers

(3) Will the marker help improve patient

management?

- Provide information for titration of drug doses

- Identify patients requiring urgent invasive pro-
cedures

- Help guide follow-up

Status: Information on kinetics and pathophysio-

logy driving the candidate miR markers required

Table. Status of microRNA biomarkers according to pre-
specified criteria for assessment of novel cardiac biomarkers
(modified from ref. 19)
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in the regulatory repertoire. Similarly, genetic variations
in miRNAs may either impair or augment a miRNA-
binding, thereby affect miRNA efficiency.

The Sanger miRBase (http://www.mirbase.org) is
one of the most comprehensive miRNA databases
developed, bringing together the miRNA gene nomen-
clature and sequences with automated pipeline for
prediction of miRNA target genes in several animal
genomes. As of today 1048 different human miRNAs
have been identified (miRBase release 16.0). Different
miRNAs are identified through sequential numerical
nomenclature in the database, whereas species are
assigned by a three or four letter prefix. By this nomen-
clature, human miRNAs (homo sapiens) are designated
hsa-miR followed by a non-continuous numbering
from 1 up to 4330, for example hsa-miR-21. Mature
miRNAs are designated miRs, while precursor miR-
NAs are labelled mirs. miRNAs differing in only one
or two sequence positions are given lettered suffixes,
for example hsa-miR-30a and hsa-miR-30b. Identical,
mature miRNAs with distinct hairpin loci in precur-
sors have numbered suffixes, e.g hsa-miR-128-1 and
hsa-miR-128-2.

miRNA technology and analysis

To explore the biology and function of these powerful
mediators, it has been important to develop tools for
miRNA isolation and amplification and to identify the
expression of miRNAs in different cells and tissues (14).
Although the small sized miRNAs create challenges for
their detection and quantification, recent adaptations
of existing technologies have emerged by the use of
miRNA-specific RT-qPCR, microarrays, high through-
put- and whole genome sequencing analysis.

With the short miRNA strands, a potential for cross-
hybridization of miRNAs with high homology can
represent a problem during microarray analysis, espe-
cially when distinguishing between miRNAs that differ
by only one or two nucleotides. The use of synthetic
nucleotides locked in a favourable Watson-Crick posi-
tion (LNA - locked nuclear acids) is one of the miRNA
techniques with improved sensitivity and specificity.

miRNA expression

Quantification of miRNAs in tissues during physiologi-
cal and different pathological conditions has been an
important first step to decipher the broad distribution
and level of miRNAs in human subjects. Comparing
matched samples from healthy individuals with dis-
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eased patients may then provide baseline references of
miRNA expression profiles. In general, human miRNAs
are sparsely expressed compared to mRNA levels. Some
miRNAs have shown to be abundant in most tissues,
whereas other miRNA groups seem confined to specific
tissues or organs (15). Only a minority of miRNAs are
truly cell specific(brain specific miR-219), but a lot of
cells show a cell-specific miRNA-profile, e.g a pattern
with combinations of miRNAs Universally expressed
miRNAs have been proposed as candidates participat-
ing fundamental metabolic pathways of all normal
cells. It is believed that miRNAs positioned in intron
regions frequently inherit the same expression patterns
to their host genes. miRNAs, which belong to the same
differentially expressed group, are often located within
the same genomic cluster, suggesting the presence of
common regulatory mechanisms (15).

miRNA in health and disease

It is now well accepted that miRNAs act as important
regulators in a vast number of essential, biological pro-
cesses and that the miRNAs can alter their expression
levels accordingly to meet the cellular demands (2).
In addition, cell-specific miRNA-expression profiles

have been reported for several diseases, especially for
cancers, thus indicating that specific miRNAs may cor-
relate well with pathological development (16). Moreo-
ver, it has been shown that miRNAs are aberrantly
expressed or mutated in different cancers, suggesting
that miRNAs may represent a novel class of oncogenes
or tumor suppressor genes, depending on the targets
they regulate. miRNA genes have shown to be located
in chromosomal regions often subject to rearrange-
ments, deletions and amplification in malignant cells.
The prognostic potential of miRNAs has been demon-
strated for several diseases, but especially for different
types of malignancies where miRNA expression profiles
have displayed signatures related to tumor classifica-
tion, diagnosis, and disease-progression (17,18). As
expression patterns of miRNAs seem to correlate with
tissue of origin, clinical cancer behavior and prognosis,
miRNAs may prove to be valuable, new tissue-based
biomarkers in oncology.

miRNA as biomarkers
Whereas cell-based miRNA expression profiles already
has been identified as a promising tool for monitoring
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cancer and other disease states, miRNAs released by
tumor tissue could represent an even more powerful
new class of minimally invasive, blood-based bio-
markers for cancer detection. Accordingly, it raises
the possibility of using circulating miRNAs as novel
markers of different diseases given the close associa-
tion between specific miRNA profiles (quality/quan-
tity) and several disease states (19). Recently, highly
stable miRNAs were discovered in serum and plasma
samples (20), partly present and protected by vesicles
of endocytic origin, the exosomes (21). miRNAs may
emerge as a new class of blood-based biomarkers with
great potential, representing a new approach to diag-
nostic screening of blood.

MicroRNA in cardiac disease

Early work focused on miRNA profiles in the myo-
cardium

The discovery of miRNA function and regulation was
swiftly adopted by the cardiology community. The
potential of one miRNA (miR) to regulate several
mRNAs, and thereby also regulate a network of down-
stream protein targets, was intriguing and considered
a future therapeutic target (22). The initial focus was
on miRNA expression during cardiac pathophysiol-
ogy, and with a special focus on the regulation of
miRNA in the myocardium in heart failure (HF). This
work was mainly carried out in experimental animal
models, although some researchers also presented

data from human cardiac tissue. To identify miRs that
were altered during cardiac disease, miRNA microar-
ray profiles in animals with cardiac disease (coronary
artery ligation, transverse aortic banding, genetically
induced cardiac disease, etc) were compared to the
profile of healthy (sham-operated) animals. However,
as several different microarray platforms, species, time
point of tissue sampling, and experimental models
were used a number of different miR profiles were all
proposed as the “miRNA signature of cardiac disease”
(23). Some of these results are presented in Figure 3,
which is a non-exclusive list of miRNAs altered with
cardiac pathophysiology.

The therapeutic potential of miRNA based interven-
tion

The advent of genetically modified animals has been
important for examining effects of individual miRs.
With the use of gain- and loss-of-function studies
one can examine the effect on animal phenotype by
an isolated miR overexpression or deletion. Growth
of cardiomyocytes (hypertrophy) and remodeling of
the myocardium (alterations in extracellular matrix/
fibrosis) are two principal processes in HE, and the
effect of manipulating miRs to alter these processes
has been studied extensively. Consistent with the model
that miRNA regulate several downstream targets, strik-
ing alterations in animal function and phenotype have
been reported by deleting or enhancing single miRs
(see ref. 24 for review). Still, recent inconsistency in
the data for miR-21 (25,26) has demonstrated a need
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Figure 3. Non-exclusive list of miRNAs altered during cardiac pathophysiology (modified from Rosjo H. Hjerteforum 2009;22:30-39).

to standardize reporting for miRNA studies and to
identify the optimal mechanism for miR knock down
studies (27). Based on the miR-21 story, there is a risk
that early miRNA work may later be revised when new
and more accurate analytical methods become avail-
able. Several other aspects of miR based therapy also
need to be established such as method of delivery for
miR mimics (agonism) and antimiRs (inhibitors), the
correct dose to use, and more information on off-target
effects. Still, reportedly there are clinical trials already
underway that employ miRNA based therapy (24).

The potential of miRs as future cardiac biomarkers

Diagnosing cardiac disease can be difficult as symptoms
may be diffuse, clinical examination normal, and the
electrocardiogram normal or show only non-specific
alterations, e.g. in the situation of unstable angina pecto-
ris. With limited access to the myocardium for biopsies,

a procedure that may also be harmful to the patient,
there has since long been a search to find circulating
biological markers (biomarkers) to help diagnosing and
risk stratify patients with cardiac disease. The pioneer
work of LaDue and coworkers was first published in
Science in 1954, demonstrating elevated levels of the
enzyme aspartate aminotransferase in patients with
acute myocardial infarction (AMI) (28), and since then a
vast number of circulating markers have been proposed
as new cardiac biomarkers (29). Still, the only mark-
ers that have demonstrated true clinical utility are the
cardiac specific troponins for AMI, and the natriuretic
peptides (BNP/NT-proBNP) for diagnosing HF (29).
Both the troponins and the natriuretic peptides are
protein markers, similar to most other biomarkers in
clinical use, but there is a potential that also substances
besides proteins can provide diagnostic and prognostic

(Fortscetter side 40)

Klinisk Biokemi i Norden

39



(Fortsat fra side 39)

information (30). A problem which has limited the
potential of genomic and transcriptional markers is
the rapid degradation of DNA and mRNA in plasma
and serum. In contrast, miRNA has been found to be
remarkably stable in plasma and serum, including in
samples that have been stored in room temperature for
hours (31). Of note, the stability of endogenous miRs is
not related to the size or composition of the RNA strand
as synthetic (exogenous) miRs are degraded within
minutes in serum and plasma samples (31). The model
for the stability of endogenous miRNA in peripheral
blood is still work in progress, but the inclusion of the
miRNA strand in exosomes (19), which are 40-100 nm
diameter lipid complex vesicles that are released from
the cell, together with miRNA-protein-interaction (32)
seem to be of paramount importance. Adding excite-
ment to this discovery, recent data from animal models
have suggested that both the release from the donor
cell and the endocytosis in the recipient cell are highly

| ¥} .
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specific, promoting a model of a new endocrine system
that allow cell-to-cell transport of miRs (19,33). This
model is supported by data showing limited correlation
between the miRs expressed in a patient’ blood cells and
the miR profile in the serum of the same patient (20).
Moreover, in an experimental model of prostate cancer,
miRs associated with the malignancy were increased in
the circulation after tumor growth (31), which points to
a disease-associated release of miRs to the circulation.
Adopting this to cardiac disease, this would suggest that
myocardial cells can release miRNA to the circulation,
and that this release would at least partly be regulated
by exocytosis. Based on this new knowledge, and the
earlier studies showing disease-associated alterations
in myocardial miR profile, miRNA biomarkers could
prove to be important. The first report to capitalize on
this was a Japanese group that identified miR-208 as a
cardiac-specific miR by microarray analysis, and then
demonstrated a time-dependent rise-and-fall pattern
of miR-208 in the circulation after myocardial injury
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similar to the profile of troponin release (34). Since
then miRNA cardiac biomarkers have also been identi-
fied in human subjects, including in patients with AMI
(35), HF (36), and stable coronary artery disease (37),
confirming the potential of miRNA as a new group
of cardiac markers. Still, the clinical utility of miRNA
biomarkers has not been established, and this should be
examined according to predefined criteria (Table; modi-
fied from ref. 38). The analytical accuracy and stability
is clearly a concern, and there is also a lack of consensus
on normalization (“housekeeping miRs”). Furthermore,
the extraction of RNA from serum and plasma is time
consuming and may introduce pre-analytical variation
if not performed correct. This, combined with the easy
handling and proven accuracy of protein markers for
diagnosing AMI and HE, makes the use of miRNA bio-
markers in the acute setting unlikely. Still, biomarkers
can also provide information on prognosis, subclassi-
fication of patients according to pathophysiology, and
the selection of patients to therapy (38), areas in which
novel markers could prove important. However, the
clinical relevance of miRNA biomarkers over established
risk models and protein markers should be examined
by several statistical methods, including multivariate
logistic regression models, receiver operating statistics,
and by the novel statistical metrics for evaluating model
fit (39). To be of real clinical utility, the new biomarker
should also improve patient care, thus provide the phy-
sician with a tool for titration of drug doses, selection
to invasive procedures, and to guide patient follow-up.
This is currently not possible with miRNA biomarkers
as there is a lack of knowledge on the kinetics of and
the factors that alter miRNA biomarkers. Thus, similar
to the status of miRNA based therapy, there are still
several important issues that should be addressed before
miRNA biomarkers can be considered for clinical use.

Conclusion

The discovery of miRNA molecules as powerful regula-
tors of mRNA function has improved our understand-
ing of protein synthesis control. Basic researchers have
reported impressive alterations in animal function by
miR gain- and loss-of-function studies, but the clinical
implications of these results for therapy and diagnosis
is not clear. Future miRNA research should focus on
experimental models to promote our understanding
of miRNA regulation and function, and on clinical
studies to validate results of the experimental models
in human subjects.
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Falskt for hoye malinger av kalium i plasma og
serum - mange arsaker og ukjente konsekvenser

Arne Asberg! og Kristin Moberg Aakre?

1Avdeling for Medisinsk Biokjemi, St. Olavs Hospital, Trondheim
2Laboratorium for Klinisk Biokjemi, Haukeland Universitetssykehus, Bergen

Hyperkalemi er definert som P-kalium eller
S-kalium over ovre referansegrense, henholdsvis
4,4 og 4,6 mmol/L (1). Den lille forskjellen skyl-
des kaliumlekkasje fra blodets cellulcere elementer
under framstilling av serum. Hvis S-kalium over-
stiger 6 mmol/L, taler vi om alvorlig hyperkalemi,
fordi en slik tilstand er forbundet med okt fare for
plutselig dod av hjertearytmier (2, 3). Pasienter
med S-kalium over 6 mmol/L mad vurderes for
oyeblikkelig innleggelse i sykehus for best utred-
ning og behandling.

For pasienten behandles for hyperkalemi ma vi ute-
lukke pseudohyperkalemi, dvs. at pasienten bare har
en tilsynelatende hyperkalemi forarsaket av feil under
provetaking, provehandtering eller analyse.

Uttrykket pseudohyperkalemi brukes ulikt av ulike
forfattere. Noen kaller det for pseudohyperkalemi hvis
den malte P- eller S-kalium er over gvre referanse-
grense, samtidig som den korrekte verdien er innenfor
referanseomrédet. Andre bruker hoyere aksjonsgrense
enn gvre referansegrense, og atter andre taler om pseu-
dohyperkalemi hvis S-kalium er mer enn 0,5 mmol/L
storre enn P-kalium.

Her vil vi belyse arsaker til falskt for heye malin-
ger av P- og S-kalium mer generelt, for vi tror at det

kan veere like uheldig nar vi feilaktig rapporterer om
normokalemi hos pasienter med hypokalemi, som
ndr vi rapporterer om hyperkalemi hos pasienter
med normokalemi. I det forste tilfellet skjuler vi en
mulig utredningstrengende eller behandlingstren-
gende hypokalemi. I den andre tilfellet utsetter vi
pasienter for unedvendig utredning, og i verste fall
for ungdvendig og farlig behandling

Bortsett fra rene malfeil skyldes falskt for heye
malinger av P- og S-kalium at prevematerialet er foru-
renset med kalium. En sjelden gang kan prevetaker ha
kommet i skade for & bruke kaliumholdige EDTA-rer
til framstilling av plasma eller tatt blod fra en arm
med pégdende infusjon av kaliumholdig veeske, men
i de fleste tilfellene har kaliumforurensningen kommet
fra en eller annen intracellulervaske, der konsentra-
sjonen er i storrelsesorden 150 mmol/L. Fire ulike
celletyper kan bidra med kalium til prevematerialet.

Muskelceller
Under arbeid vil muskelcellene tape noe kalium til
ekstracelluleervaesken. Hvis vi ber pasientene om a
knytte handen flere ganger for bedre a se venene for
provetaking (norsk: bruk av “muskelpumpe”; engelsk:
“fist clenching”) vil kaliumlekkasje fra muskelcel-
lene gke kaliumkonsentrasjonen i blodplasma i de
venene som drenerer underarmsmusklene. Tar vi
blodpreven fra en slik vene, blir prevematerialet ikke
serlig representativt for resten av kroppen. Bruk av
“muskelpumpe” har gitt opp til 1,5 mmol/L gkning av
kaliumkonsentrasjonen i prevematerialet (4, 5), med
feilaktig sykehusinnleggelse som resultat (4). Konsen-
trasjonen av andre, vanlig mélte analytter synes ikke
a bli pavirket (5).

Det er vanskelig & vite hvor utbredt denne praksis
er. I den norske laereboken “Blodprevetaking i praksis”
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fra 2005 er fenomenet ikke nevnt (6). En nylig japansk
undersokelse viste at “fist clenching” kunne veere arsak
til hyperkalemi i 6 av 23 tilfeller med S-kalium over
6,5 mmol/L, og prosedyreending for a unnga “fist
clenching” syntes & hjelpe (5).

Bruk av stasebidnd (“tourniquet”) har alene liten
innvirkning pa kaliumkonsentrasjonen (4, 5).

Erytrocytter

Kaliuminnholdet i en liter erytrocytter er vel 20 gan-
ger kaliuminnholdet i en liter plasma, sd det skal ikke
store lekkasjen til for vi far problemer. Hemolyse gir
oss minst problemer, for S-kalium oker med bare
0,20-0,35 mmol/L for hvert g/L hemoglobinstigning
i plasma eller serum (7), og 1 g/L hemoglobin gir
sa tydelig rodfarge av provematerialet at tilstanden
lett kan oppdages. Verre er det & oppdage kalium-
lekkasje fra erytrocytter som ikke er hemolyserte.
Konsentrasjonsgradienten over erytrocyttmembranen
opprettholdes av en energikrevende ionepumpe som
hemmes ved avkjeling. Saledes gkte P-kalium bety-
delig i fullblodprever som ble inkubert ved 4°C (8). I
koagulerte, usentrifugerte fullblodprever som hadde
statt i kjoleskap okte gjennomsnittlig S-kalium fra ca
4,5 mmol/L til ca 7 mmol/L etter 24 timer og til ca
11 mmol/L etter 48 timer (9). Stigning i P-kalium og
S-kalium pa grunn av hemmet ionepumpe skjer uten
samtidig hemolyse. Hvis slike “gamle” prover sentri-
fugeres og plasma eller serum avpipetters og sendes til
analyse uten noen merknader fra avsender, er det ikke
lett for mottakende laboratorium a veere oppmerksom
pé feilkilden.

Trombocytter

Forskjellen mellom S-kalium og P-kalium tilskrives
gjerne kaliumlekkasje fra trombocytter. At det virkelig
kan forholde seg slik, viser en undersokelse av Nijsten
et al,, der forskjellen mellom S-kalium og P-kalium
hadde tydelig sammenheng med B-trombocytter, og
var sd stor at nesten hele kaliummengden i trombocyt-
tene matte ha blitt frigjort under koaguleringen (10).
B-trombocytter pa 1000 x 109/L var assosiert med
omtrent 1 mmol/L heoyere S-kalium enn P-kalium (10),
et funn som ble bekreftet av Lutomski & Bower (11).
I en underseokelse av 90 pasienter med trombocytose
var S-kalium over gvre referansegrense hos ca 70% av
de pasientene der myeloproliferativ sykdom var arsak
til trombocytosen og hos ca 35 % av pasientene med
“reaktiv” trombocytose (12). Tre av de 90 pasientene
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ble feilaktig behandlet for hyperkalemi, blant annet
med infusjon av kalsium, insulin og glukose (12).
Denne feilkilden vil selvsagt kunne unngés hvis vi
rutinemessig maler kaliumkonsentrasjonen i plasma
og ikke i serum, og mange sykehus bruker na plasma
som standard prevemateriale, men serum er fortsatt
mest brukt i primeerhelsetjenesten - i hvert fall i Norge.
Dersom man rutinemessig analyserer kaliumkonsen-
trasjonen i serum, kan det vere et alternativ & be om
kontrollprgve til méling av kaliumkonsentrasjonen
i plasma hvis det pavises B-trombocytter over 1000
x 109/L.

Leukocytter

Det samlede leukocyttvolumet i blod er vanligvis
sveert mye mindre enn erytrocyttvolumet, sa vi for-
venter ikke at lekkasje av kalium fra leukocytter skal
ha noen betydning hos pasienter som ikke har leu-
kocytose. Den gjennomsnittlige differensen mellom
S-kalium og P-kalium hos 29 pasienter med leukocy-
tose (median 40, range 8-400 x 10%/L) var ikke storre
enn tilsvarende differanse hos 30 kontrollpersoner
(13), sd det synes ikke a lekke noe vesentlig kalium
ut av leukocyttene ved koagulering. Andre har imid-
lertid funnet betydelig kaliumlekkasje fra leukocytter,
for eksempel ble S-kalium malt til 7,6 mmol/L i en
rerpost-sendt prove fra en pasient med kronisk lym-
fatisk leukemi, mens S-kalium var 3,2 mmol/L i en
samtidig tatt prove som ble “walked” til laboratoriet
(14). Lee et al. beskriver fire pasienter med kronisk
lymfatisk leukemi og pseudohyperkalemi i plasma-
prover (15). Hos disse pasientene var kaliumkon-
sentrasjonen i serum mer pélitelig enn den i plasma.
Arsaken til dette kan vzre at leukocytter ved malign
sykdom ofte er sveert fragile og i storre grad lyseres
dersom preven sentrifugeres for koagulering. Best er
det i slike tilfeller & ta proven med blodgasS-sproyte
og male P-kalium i fullblod ved hjelp av ioneselektiv
elektrode i blodgassinstrument (15).

Konklusjon

Arsakene til falskt for hoye kaliummalinger i plasma
og serum er mange. Noen av disse arsakene gir mest
utslag i serum, andre i plasma. Verken insidensrate
eller kliniske konsekvenser av falskt for heye kali-
ummalinger er godt undersgkt. Det viktigste for oss
som arbeider i laboratoriene er & veere oppmerksom
pé slike feilkilder, for bedre & kunne veilede rekvi-
rentene.
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Diabetesomsorg pé apoteket — fokus pa egenmaéling

av blodsukker

Reidun Lisbet Skeide Kjome, Institutt for Samfunnsmedisinske fag, Universitetet i Bergen

reidun.kjome@isf.uib.no

Det er veldokumentert at egen-
madling av blodsukker bidrar til
bedre blodsukkerkontroll hos
pasienter som bruker insulin og
bruker malingene til d justere
dosering. Imidlertid er effekten

for pasienter som ikke bruker
insulin ikke like tydelig, og det er omdiskutert om
denne gruppen har nytte av d foreta mdlinger.
Likevel anbefaler mange retningslinjer egenmd-
ling til alle pasienter med diabetes, ofte med den
noe vage formuleringen at egenmadling er et nyt-
tig verktoy i diabetesbehandlingen” (1).

En oversiktsundersokelse publisert i 2010 i Health
Technology Assessment (2) fant at det er mangel pa
forstaelse og opplering omkring egenmaling, bade hos
pasienter og helsepersonell, og en norsk studie fant
at ca 50 % av diabetespasientene oppgav & vere selv-
leert i egenmaling (3). Utbyttet av blodsukkerméling
avhenger av kvaliteten pa blodsukkermalingsutstyret,
at utstyret brukes riktig og at pasienten bruker resulta-
tene pé riktig méte. I Norge er det ingen enkelt gruppe
av helsepersonell som har patatt seg ansvaret med a gi
pasienter oppleering i egenmaling, eller a kontrollere
at pasientenes malinger er riktige.

Verden over er det en trend at flere og flere apotek
tilbyr tjenester utover det a ekspedere resepter. Disse
tjenestene kan vere for eksempel legemiddelgjen-
nomganger, hvor en farmasgyt vurderer en pasients
legemiddelliste og identifiserer mulige bivirkninger,
interaksjoner, feildoseringer eller andre legemiddelre-
laterte problemer. Andre tjenester kan vaere pasient-
opplering, i for eksempel riktig bruk av astmainha-
latorer, blodsukkermélingsutstyr eller insulinpenner,

eller tilbud om hjelp til roykeslutt. Det blir ogséd mer
og mer vanlig for apotek a tilby pasienter kliniske tester
som blodtrykksmalinger, blodsukkermalinger, koles-
terolmalinger eller bentetthetsmalinger. De fleste dia-
betespasienter er pd apoteket minst hver tredje maned
for & hente reseptmedisin og egenmalingsutstyr, og
der har pasienter anledning til 4 treffe hoyt utdannet
helsepersonell uten timebestilling.

Hensikten med doktorgradsarbeidet var & under-
soke hvilke diabetesrelaterte tjenester som ble tilbudt
fra apotek i Norge, samt & undersgke om apotek kan
bidra til & gke kvaliteten av blodsukkermalinger utfort
av pasienter ved 4 kontrollere pasientenes egenma-
lingsteknikk og utstyr. I tillegg ensket vi & underseke
omfanget av blodsukkermaling i Norge.

I den forste studien som inngikk i avhandlingen ble
det brukt et elektronisk sperreskjema som ble sendt ut
til alle landets apotek for & undersoke i hvilken grad
norske apotek tilbyr tjenester rettet mot pasienter med
diabetes. Det ble funnet at apotekene samlet tilbed et
bredt spekter av tjenester til sine diabetespasienter,
men det varierte mye fra apotek til apotek hva som ble
tilbudt. Tjenester relatert til egenmaling av blodsukker
utmerket seg som et omrade der apotekene allerede var
aktive og ogsa ensket a tilby flere tjenester. Stort sett
alle apotek tilbed hjelp til valg av riktig blodsukkerma-
lingsapparat, og mange tilbed ogsa opplering i riktig
bruk av apparatet. Omkring halvparten av apotekene
tilbed seg a kontrollere at blodsukkerappratene malte
riktig, men de manglet skriftlige prosedyren for tjenes-
ten, og utforte den ikke pa en tilfredsstillende méte (4).

Neste studie var todelt, og i forste del ble det
undersgkt om man kunne innfore en glukosemetode
pa apoteket som apotekpersonalet kunne bruke som
“fasit” for & kvalitetskontrollere diabetespasienters
egenmaling av blodsukker. Seksten apotek deltok i
studien, og ble innmeldt i NOKLUS. En ansatt fra hvert
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apotek fikk opplering i bruk av HemoCue Glucose+,
som var instrumentet som skulle brukes pa apotekene,
og i analysekvalitet, egenmaling, kvalitetskontroll og
vanlige feilkilder ved blodsukkermélinger. Apotekene
mottok prover fra NOKLUS sitt eksterne kvalitetskon-
trollsystem og utforte ogsa interne kvalitetskontroller
pa alle dager der de hadde pasientkontroller. Kvaliteten
pé malingene utfort pd apotekene ble funnet & veere
tilfredsstillende og apotekenes resultater p4 de eksterne
kvalitetskontrollene var ssmmenlignbare med de lege-
kontor som brukte samme metode, bade med hensyn
til presisjon og riktighet (5).

I andre del av studien rekrutterte de 16 apotekene
til sammen 338 diabetespasienter fra sin kundekrets
til & delta i studien. Pasientene ble forst intervjuet av
den ansatte, for de ble bedt om 4 utfere en blodsuk-

kermaling pa sitt eget apparat som vanlig. Deretter ble
pasientens blodglukose malt pa apotekets HemoCue
instrument. Dersom pasientmalingen avvek med mer
enn 20 % fra apotekets maling (eller med mer enn
0.83 mmol/L ved malinger under 4.2 mmol/L), ble
den registrert som utilfredsstillende, og man forsokte
a avdekke arsaken til feilen enten i pasientens méle-
teknikk, i strimlene som ble brukt eller i apparatet.
Pasientene ble bedt om 4 komme tilbake for en ny
kontroll etter 3 méaneder. Totalt 307 av pasientene gikk
gjennom kontrollprosedyren igjen og ble sa intervjuet
med et nytt sett med spersmal. I styrkeberegningene
gjort i forkant av studien estimerte vi fra tidligere stu-
dier at ca 15 % av pasientene ville ha utilfredsstillende
malinger, og vi gnsket 4 kunne male en nedgang pa ca

(Fortscetter side 48)
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(Fortsat fra side 47)

50 % fra dette. Imidlertid var det kun 5 % av pasien-
tene som deltok i studien som hadde utilfredsstillende
resultat ved forste besek (Figur 1). Dette kan skyldes
at instrumentene er blitt mer brukervennlige og mer
robuste for pasientfeil som gjores. Imidlertid er det
ogsé godt mulig at det har skjedd en seleksjonsbias, og
at de pasientene som takket ja til & delta er dem som er
mest interessert i egenmaling og relativt velregulerte
pasienter. Det var en lav responsrate, kun 29 % av de
inviterte pasientene aksepterte, og gjennomsnittlig
selvrapportert HbAlc hos pasientene var 7 %, noe
som stotter denne teorien. Det tyder pd at det kan
veere utfordrende & né de pasientene som kunne ha
mest nytte av en slik tjeneste.

Pa grunn av det lave antallet utilfredsstillende
malinger ved forste besgk, var det ikke forventet a
kunne male en nedgang i dette til neste besok, og det
kunne man heller ikke. Imidlertid var antallet bruker-
feil ved andre kontroll omkring halvparten av det man
sé ved forste besgk og 51 % av pasientene oppgav at de
folte seg sikrere pa malingene sine etter kontrollen pa
apoteket. Hele 80 % av pasientene gnsket & komme til
arlige kontroller av blodsukkermélingene sine, og 83
% av disse ensket & fa kontrollen utfert pa apoteket.6

Milet med den siste studien som inngikk i avhand-
lingen var a avdekke hvor mange personer som utfo-
rer egenmaling av blodsukker i Norge og kostnadene
ved dette. Forfatterne fikk data fra HELFO, norsk
helsegkonomiforvaltning, pa alle kjep av blodsuk-
kerstrimler i apotek og hos bandasjister i 2008. Det
ble funnet at 96 999 forskjellige personer kjopte blod-
sukkerstimler i 2008. Dette tilsvarer ca 2 % av den
norske befolkningen. Ved & sammenligne med tall
fra det norske reseptregisteret pd salg av insulin og
tabletter til behandling av diabetes ble det estimert at
ombkring 70 % av diabetespasienter som blir behandlet
medikamentelt for sin sykdom utferer egenmaling av
blodsukker. Gjennomsnittlig kjepte hver person nok
strimler til a kunne male 1,7 ganger per dag. Imidlertid
var det stor spredning i malefrekvensen. Kun 45 % av
pasientene kjopte nok strimler til & kunne utfore dag-
lige malinger, mens 1 % av pasientene kjopte nok til &
male 10 ganger daglig eller mer, og denne prosenten
stod for 8 % av den totale summen som ble brukt pa
strimler (Figur 2). Totalt ble det brukt 355 millioner
kroner pé blodsukkerstrimler i 2008, mens man brukte
337 millioner pé insulin og 119 millioner p4 tablettbe-
handling av diabetes (7).

| 2| 2011

Konklusjoner

Mange apotek tilbed spesielle tjenester til diabetespa-
sienter. Seerlig tjenester relatert til blodsukkermaling
var vanlig, men kvalitetssikring manglet. Gitt riktig
oppleering og oppfelging av personalet kunne apote-
kene tilby kontroller av egenmalingsteknikk og utstyr
som minsket antall brukerfeil og oket pasientenes tiltro
til egne malinger. Imidlertid kan det vere vanskelig
a rekruttere de pasientene som har mest bruk for en
slik kontroll. I 2008 kjepte ca 70 % av pasientene som
er medikamentelt behandlet for diabetes strimler til
blodsukkermaling, for en samlet sum av 355 millio-
ner kroner.

Avhandlingen i sin helhet kan finnes pd
http.//hdl.handle.net/1956/4351
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Lyngbyes Laboratoriemedicin
Anders Larsson, Klinisk Kemi och Farmakologi, Akademiska Sjukhuset, Uppsala

Lite funderingar efter att ha liast denna bok

Jag har suttit under de senaste veckorna och last i
Lyngbyes Laboratoriemedicin. Det har varit ett stort
noje att studera denna nyutgivna bok lite ndrmare. Det
ar en bok som man kommer att ta fram manga ganger
under de nairmaste aren och egentligen borde man inte
recensera en sidan hir bok nu utan om fem ar nir man
har sett hur manga hundra ganger man plockat fram
boken under aren. Jag vill dock passa pa att redan nu
komma med en forsta recension for att sprida kunska-
pen om boken utanfor Danmarks grénser.

Nir man laser igenom Laboratoriemedicin sé slds
man av kunskapsbredden. Jag dr 6vertygad om att det
ar ett mycket stort antal kliniska kemister utover de
fyra forfattarna som har deltagit i skrivandet av denna

Joegens Lyngbye (fagredaktor)
Kjmr

Soven Lac

L_‘}-’ rujb}-g;
LABORATORIEMEDICIN

NYT MORDISK FORLAG ARMNOLD BUSCEN

bok, for det kinns som det dr omojligt for enbart fyra
personer att ticka hela detta omrade. Jag misstanker
att hela den danska expertisen inom laboratorieme-
dicin har varit delaktiga i skrivandet i en eller annan
form. Det ar dérfor kanske ratt att det ar en icke-dansk
Klinisk kemist som far forsta chansen att kommen-
tera denna bok i KBN. Jag ér ju som ovriga svenska
kliniska kemister uppfodda med den svenska klinisk
kemi boken (Laurells) sa det ér givetvis intressant att
jamfora de har tva storheterna.

Titeln Laboratoriemedicin tyder pa att forfattarna
vill ta ett bredare grepp dn bara klinisk kemi. Det
ar ingen latt uppgift da den 6kade integrationen gor
det svart att hitta tydliga granser for den har typen
av bocker/uppslagsverk och det stiller stora krav pa
forfattarnas kunskaper. Forfattarna har bland annat
tagit med rejéla kapitel om molekylidr medicin, nukle-
armedicin och tolkning och anvindning av laborato-
rieprover. Detta ér helt i linje med den utveckling som
pégér inom laboratoriemedicin dar vi gar mot en 6kad
integration mellan de olika laboratoriespecialiteterna.
Ett exempel pa detta dr det gedigna kapitlet om mole-
kyldr medicin. Det &r ett omrade som ofta hoppas
6ver i andra Kkliniskt kemiska bocker. Kapitlet ticker
vara vanligaste molekylirmedicinska metoderna som
numera utfors pa biokemiska laboratorium och dven
en del av analyserna som i Sverige utfors av kliniskt
genetiska laboratorier.

Det inledande kapitlet om laboratoriemedicinens
historia kanske man inte har sa stor nytta avi det dag-
liga arbetet, men det var trevligt att ldsa och kunskap ar
en latt borda. Kapitel 2, om vérdering och anvindning
av laboratorieanalyser, innehéller mycket matnyttigt
och ger en bra bakgrund till ménga av de begrepp
som vi anvinder pa laboratorierna (referensintervall,
sparbarhet, ackreditering, GLP osv). Jag uppskattade
ocksé avsnittet om ROC-kurvor som forklarades pa
ett bra och tydligt satt.

Kapitel 3 ar sjélva kdrnan i boken och innehaller
ett mycket stort antal laboratorieanalyser i alfabetisk
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ordning. I sammanstéllningen har man &ven tagit
med relativt nya analyser som anti-CCP, BNP, holo-
cobolamin och osteocalcin. Provstabiliteten &r i regel
ganska konservativt angiven, men det ar kanske klokt
med tanke pa om boken ldses av icke laboratoriefolk.
Jag tycker att det 4r positivt att man dven tagit med
GFR berikning utifran kreatinin och cystatin C. For
kreatinin har man valt MDRD ekvationen frdn 2005
och Lund-Malmé ekvationen, vilka ur skandinaviskt
synpunkt forefaller vara de mest relevanta. Problemet
med cystatin C ekvationer dr att man har tagit fram
en ny internationell kalibrator vilket gor att cystatin
C ekvationerna som beskrivs i boken mycket snart
kommer att vara inaktuella. Det dr ju tyvarr inget som
forfattarna kan gora nagot at.

Kapitlet om nuklearmedicin &r intressant dven om
det i Sverige oftast ligger utanfor vart omrade. Om inte
annat s var det ett noje att titta pa bilderna. Man har
tagit med Schillingtestet vilket i Sverige ndrmast ar en
historisk analys och jag tror inte ndgon sadan analys
har utforts i Sverige under de senaste 10 aren (?).

Min generella uppfattning ar att boken ar mycket

Foto: Henrik Alfthan

detaljerad och vilskriven. Som svensk stiller man
sig frdgan om jag skall skaffa mig en svensk eller
dansk bok om laboratoriemedicin. Mitt rad till 6vriga
svenskar dr att skaffa bdda bockerna for de komplet-
terar varandra pa ett fortraffligt sitt.

Vad har dé den hir boken for svagheter? Jag har
egentligen bara en liten kritik mot boken och det ér
framsidesbilden som visar en "Pisse profet” (pa eng-
elska pisse prophet) som tittar pa urinen for att stilla
diagnosen pé patient. Thomas Brian skrev i borjan pa
1600-talet "It were farre better for the Physician to see
his Patient once than to view the Urine twenty times.
Den mer moderna versionen skulle sannolikt bli: Det
vore bittre att doktorn bestaller ett laboratorieprov dn
skédar i urinen tjugo ganger. Innehallet i boken star
sa langt Over Pisse profeternas niva att kopplingen
néstan kinns som en férolimpning mot innehéllet
och forfattarna.

Mitt forslag dr darfér: Kop boken, hoppa over
framsidesbilden och borja ldsa boken pé en gang. Jag
ar overtygad om att ni kommer att ha stor gladje och
nytta av den hir boken under de ar som kommer.
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Per Simonsson

Med en dansk poetvin vid sin sida vandrar vetenskaps-
mannen frén teréppnade jazzhaket Montmartre, upp
lings Gothersgade. Dir, i ett 1700-tals hus, med Rosen-
borg slott skymtande, ligger Képenhamns senaste kul-
turella nytillskott: Poesiens Hus. Finns redan i Paris, i
NYGC, sa, why not in CPH?

Grand opening night tonight, hela den danska
poesin skall komma. Detta maste hedras, upplevas,
hiamningslost, av utsand reporter, the gonzo of KBN.
En mojligheternas afton, kdnner jag. Svensk granit
moter dansk lera.

Alla skall ha ett hus nufértiden. Det 4r en vacker
tanke. Mitt i den digitala vérldens transparanta trad-
loshet skall alla ha ett hus. Ndgot hem i den heml6sa
cybervirlden. Labmedicin skall ha ett hus, och nu
ocksa den mest immateriella av alla konster — Poesin.
Visst skall poesin fa sitt hus. Poesin, det talade ordet,
fritt, flygande, det skrivna ordet, ande, svivande. Men
hus skall de ocksa ha.

Det tyckte i alla fall den danska poeten Lene Hen-
ningsen nidr hon gjorde sin O6kenvandring mellan
ministerier och mecenater pa jakt efter hyresbidrag.
Nej, det gick inte. Men hon gav sig inte. Hyrde sjalv
ett 1700-tals hus alldeles vid Rosenborgs slott och satte
igang med hjalp av ett femtiotal entusiaster.

Det ar ett vackert hus, vdggarna vitkalkade, etager,
trappor, halvvéningar, bokhyllor men mest vitkalkade
vaggar. Har varit modellagentur och cocktailbar. Inte
illa. Och mébler i bleka pastellnyanser. Stilfullt snarare
an bohemiskt, inga sovande poeter i hérnorna. Inga
tomma vinflaskor. No, no!

— Skulle jag dricka din 6l i stéllet f6r min dansk vand,
anfortror mig senare pa kvillen en dldre poet, s skulle
jag vara dod i morgon!

Vi kommer tidigt och min poetvén stéller sig i kon
till baren. Den ror sig lingsamt som naturlyrik. Sjalv
sitter jag mig i en pastellmintgron stol vid ett pastell-
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Vandrande Vetenskapsmannen:

La Tafdrup pa Poesiens Hus

mintgrént bord, bland en grupp damer. De ser bleka
ut, lite undernarda, som poeter kanske skall se ut, for-
utom kvinnan som tronar vid bordet, vid min vanstra
sida. Hon ar inte underndrd. Hon lyser, stort morkt
har, gul troja, faktiskt samma firg som min. Det fir
mig att kinna mig poetisk, en i kretsen. Samhorighet.

Jag stracker fram min hand och presenterar mig
artigt.

— Pia Tafdrup, svarar hon, och synes bekymrad 6ver
att inte kunna placera mitt namn.

- Jag dr svensk, urskuldar jag mig.

— Jaha, sager hon lika fragande.

- Jag dr inte poet. Jag dr prosaist. Klinisk biokemist.

Vid dessa ord slappnar Pia Tafdrup av och ler gott
och vilkomnande. Tydligen en bra formel bland danska
poeter. Prosaist, biokemist. Fir jag inte glomma. Nagon
som kommer ldngt ifran.

Sé dir sitter jag — forvandlad till Den Svenske Bio-
kemisten - vid regentens pastellmintgrona bord. Kan-
ske dr det reserverat for poeter men som Vandrande
Vetenskapsman far man inte vara blyg.

Pia Tafdrup, La Tafdrup, dansk poesis drottning,
Dansk Akademi, Nordiska priset och en hemsida sa
professionell att den kan gora vilken exhibitionist som
helst blek av avund. Hon som skrev om atran: ”Det
utal af tegn/der kan ligge pd spidsen/af en erigeret bryst-
vorte”. Runt henne kronprinsessorna med Susanne Jorn
och Lene Henningsen. Fint folk. Bast att sitta tyst, bara
svara pa tilltal, och insupa den spirituella konversatio-
nen. Jag kan givetvis inte avsloja de fortroligheter jag
far mig till dels, mer 4n att det mesta r6r facebook och
internet. Men jag ler, salig av de inspirerades utsagor.

Min danska vin kommer tillbaka med kaffe. Hon
stirrar stor6gt pd mig. Jag visar henne en plats jag
reserverat invid La Tafdrup - Vad gor inte en gentle-
man for en poet? — och hon slar sig ner i beundran
invid idolen.
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De dyker upp, en efter en, poeterna. Nan klinkar
pé pianot. Sanger som var populdra en ging i tiden i
vissa kretsar. De har varit med forr, gratt har, hjaltar
och revoltorer. Slitnare nu, inte langre fjuniga lyriker.
Men kor for fullt.

— Banke rdtter, banke rdtter!

En poet, vuxen karl, ldser sin konkretpoesi till
vokalt komp.

- Banke ritter, banke rditter!

Min danska har luckor, klara brister. Det inser jag.
Vad sdger han, om och om igen, dar han star och
skanderar i trappan, vad kvider han ut? Skall han
banka rattor? Sl& dem i viggen? Vuxen karl, stor emfas.
Séakert djupsinnigt.

— Banke rdtter, banke rdtter!

"Uanset hvor pa klodet
jeg slar mig ned,
bor jeg i sproget,
jeg er fodt ind i.
Ingen storm af andre sprog
valter mit ommkuld.
Jeg er jeg
i mit eget sprog.”
Pia Tafdrup

Andra poeter dr mer ldtta att forsta. Som Erik Trig-
ger Olesen, fran Esbjergs fiskauktioner, nar han ropar
ut sin langa dikt om Masseodeleeggelseviben, ordet om
och om igen. Med olika definitioner. Skriver poeter
sént fortfarande? Tydligen. Helt oférblommerat. Och
de deklameras for fulla halsar pa Poesiens hus.

— Nagot att dricka, fragar jag La Tafdrup.

- Kaffe, tack!

Vilket leende, en regents leende! Mitt hjarta krossas.
Sé ler Dronningen af Digter. Jag fylls av hanryckning.
Byt ut Margrete II, sitt in La Tafdrup! Dronning Pia!
Inga amatorakvarellister lingre, krossa dilettanteriet,
aterinfor civilisationen i Danmark, sitt riktiga konst-
nérer pa tronen. Jag atervinder med kaffe till La Taf-
drup, ingen riktigt passande dryck, méste jag erkdnna,
men nu dr jag underséte, far lyda, med
lag profil. Hilla min stora svenska kaft.
Jag kommer inte ens pa ett enda citat av
Transtromer. Och kanske bést si. Not
the right stuff tonight. De pratar pd bra
sjalva. Hemsidor och upplisningar och
facebook. Sé le bara. Du dr bara en svensk
biokemist. Le och héll med, som man all-
tid gor klokast i nar man far ynnesten av
att gésta ett hov.

Sé reser sig La Tafdrup och stéller sig i
en av trapporna. Den danska poesins resi-
dens har manga trappor. Danska poeter
tycker tydligen om trappor. Det blir tyst,
forvintan. Vi dhorare, ett dussin eller si,
trangs nara.

Hon ldser dikt om ndr hon ldnar en
arabisk kvinna sitt lappstift.

Elektricitet.

Sé skriver bara en stor poet.

Sé laser bara en dronning.

A

Pia Tafdrup pa Poesiens Hus
(Bild: Birgitta Alemo)
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