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Vad har liakaren i doktorsvaskan?

Per Simonsson

Forr hade alla lakare en vaska, brunt
ldder, massingsspannen, redo att
rycka med sig for hembesok hos
lidande patienter. Nu har de antag-
ligen graderats upp till resvéskor,
eller en hel container, i var fall om
man far tro Lakartidningen (2011;
108: 1478-81).

Nagra foretradare for olika Kkli-
niska specialiteter fick friga ”Vilka 7 saker packar du i
doktorsviskan?” Det blev intressanta inventarieforteck-
ningar over utrustningar som inte ens den mest valtra-
nade lakare skulle orka lyfta frén golvet: Medarbetare
(Fusk! Teamsjukvard raknas inte!), syrabasapparater, MR,
datortomografer, ECT-apparater ....

Som labmedicinare kastade jag mig 6ver denna krav-
specifikation. Vad av allt vi kan erbjuda tillhor de sju
essentiella utensilierna? Och vilka specialiteter klassar
in klinisk kemi bland det oundbérliga? Var ar vi vikti-
gast i nodens stund? Och vad har de glomt av alla véra
fantastiska redskap?

Svaren var bade forvintade och 6verraskande. Forst
och framst, konservatism rader. Ingen fancy science, inga
LC-MSMS eller sekvenseringsplattformar. Tvartom. Vad
sdgs t.ex. om en hederlig personvag - for matning av vikt
dr val en av vara kidrnkompetenser? — som bade barn-
likaren och psykiatern vill sldpa med sig. Barnldkaren
for at finga magtarmsjukdomar och tillvixtrubbningar,
psykiatern for att uppticka metabolt syndrom, ohalso-
samt leverne och biverkningar. Hm, kanske en god idé. ..
Det giller att tanka nytt. Och for vara ekonomer maste
detta dskande klinga ljuvt som himmelens harpor. Man
kan f& hela lastpallar vagar for priset aven MALDI-TOE

Séledes, vdgen vinner overldgset med tva roster.

Sen kommer resten. CRP och blodgasapparat vill
pediatrikern ha med sig. Verkar klokt. Och psykiatern
en glukosmitare. Inte utan min hCG-matare, sager, inte
forvanande, gynekologen. Och en infektionslikare utan
ett kit for lumbalpunktion vore inte passande.

Sen kommer lite 6verraskningar. Tva allménlékare dis-
kuterar utforligt men det enda fran lab de vill ha med sig
ar ett mikroskop. Fortraffligt, for bruket av dessa har jag
en kinsla av har fallit i glomska, i skuggan av alla urin-
stickeldsare som nu salufors till underskoterskornas och

foretagens gladje. Min visst dr det en bra idé. Granskning
av sediment och blodbild 4r masten inom diagnostiken,
och kan ge tillbaka allmidnmedicinen en patinerad men
inte utdaterad charm. For visst dr en riktig lakare en vit-
klédd och graharig man férsjunken 6ver ett mikroskop?

Vem dr da mest laborativt beroende? Konkurrensen
ar hard i undersokningen. Bara sju av alla de prylar som
salufors far stoppas ner i vaskan. Survival of the fittest!
Det sdgs ju att labmedicin star for 75 % av informa-
tionsflodet i dagens sjukvard. Ja, svaret ar Gverraskande.
Visserligen inte att barnlédkarens prylar till 3/7 bestar av
labutrustningar (vag, blodgas, CRP), det ar forstdeligt
och gladjande. Men att psykiatrin ar sa beroende 6ver-
raskar. Kanske ar konkurrensen mindre. Analyssoffan
ar ju skrotad och kognitiv beteendeterapi kan skotas
utan alltfsr mycket nétverksanslutna apparater med
blinkande lampor.

Och minst beroende av lab? De som inte behover ett
enda laborativt hjélpmedel? Jag som levt i overtygelsen
om att sadana ldkare inte ldngre finns? Har hépnas lasa-
ren. Vanner och bundsforvanter, i klinik och i veten-
skap, tycks i nodens stund inte skinka oss en tanke. OK,
kirurgen har alltid visat ett visst misstroende mot bio-
kemi — men 4nda alltid tagit massiva leverpaneler. Men
anestesiologen da? Utan blodgaser? Glukos? Elektrolyter?
En mojlig forklaring som jag desperat griper efter ar att
lab ér sa sjalvklart att det inte beh6ver ndmnas. Men ar
ett videolaryngoskop mer virt dn en blodgasmaskin?

Men internmedicinaren? Urtypen for den laborerande
doktorn, djupt rotad i ett biomedicinskt tdinkande? Nada,
nada, nada.... Vaskan stir tom pa allt vad labmedicin
heter. Diagnostiken synes helt frainvarande. I stillet fyller
han viskan med farmakologiska preparat. Terapi utan bio-
kemisk diagnostik! Den kliniska blicken, en uttémmande
anamnesen och den minitiosa undersokningen - urglas-
naglar, blek konjunktiva, dilaterade halsvener, ja ni kanske
minns the tricks of their trade frin medicinkursen —verkar
kunna klara vért jobb fint utan stérande labresultat.

I nodens stund provas vinnen, heter det visst. Sa
ta en sviang forbi barnkliniken och den psykiatriska
oppenvardsmottagningen. Dér har vi tydligen véra
bundsforvanter.

Och glom inte vagen.

Klinisk Biokemi i Norden
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— Medel for nordiska samarbetsprojekt 2012

Vad dr fondens syfte?

Fondens syfte ar att fraimja utveckling av klinisk
kemi och andra laboratoriespecialiteter i Norden.
Resultat som uppnatts via projekt som stods av
fonden skall formedlas till laboratorier i Norden,
helst via Klinisk Biokemi i Norden.

Vem kan séka?

Medel kan sokas till projekt som uppfyller fondens
syfte och som utfors i samarbete mellan minst tva
nordiska lander.

Vilka utgiftsposter kan tickas?

NORDFOND-medel skall i férsta hand ticka utgif-

ter for motesverksamhet, men kan i viss omfattning

ocksa tdcka driftsutgifter och andra utgifter.

Vad skall ansokningen innehalla?

Ansokningen skall innehélla:

« En kort resumé

« Projektbeskrivning (max 5 sidor)

« Upplysning om deltagare och deras acceptans for
deltagande

« Budget med upplysning om eventuell medfinan-
siering fran andra killor

Hur mycket kan delas ut?
Under &r 2012 kan fonden dela ut totalt ca 100
000 DKK.

Vem skall ha ansokningen?

Ansokningar skickas till ordforande i NFKK:
Ingunn Thorsteinsdoéttir

Department of Clinical Biochemistry
Landspitali — University Hospital Hringbraut
IS-101 Reykjavik

E-mail: ingunnth@landspitali.is

Ansokningsfristen &r 1 juni 2012

Vad ldgger man vikten pd vid behandling av ansok-

ningar?

o Att det ror sig om ett projekt av god kvalitet.

o Att det &r ett samarbete mellan flera nordiska
lander.

o Att projektet har betydelse for klinisk kemi och/
eller andra laboratorieomraden.

Ansokningarna behandlas av NFKK:s styrelse och
svar siands ut fore 31. december 2012.

Nr skall pengarna anvindas?

Pengarna skall anvéndas fore 1 januari 2015.
Eventuella resterande medel betalas tillbaka till
NORDFOND.

Niir skall projektet rapporteras?

Projektet skall rapporteras till NFKK senast 1
januari 2015 och omfatta avslutade rdkenskaper
och en kort resumé om projektet, eventuellt i form
av en artikel, tryckt eller insénd till Klinisk Biokemi
i Norden.

Var kan man fa ytterligare upplysningar?
Ytterligare upplysningar kan fas av styrelsemedlem-
mar i NFKK. Namn och adresser finns i Klinisk
Biokemi i Norden eller pa NFKK:s websida: http://
nc.ibk.liu.se/nfkk/

Klinisk Biokemi i Norden
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Ordférandespalt

Ingunn Porsteinsdottir

Styrelsen for Nordisk Foérening for Klinisk Kemi
(NFKK) triffades nyligen i Helsingfors. Vi diskuterade
bl a utbildningen av specialistlikare inom klinisk kemi
i de nordiska linderna. Lyckligtvis gar det generellt bra
att rekrytera yngre lakare for specialistutbildning i kli-
nisk kemi, men tyvirr just nu inte pé Island. Vi har inte
haft en enda isldndsk ldkare som har paboérjat specia-
listutbildning i klinisk kemi sedan mitten av nittiotalet.
I de fyra storsta Nordiska landerna halls regelbundet
kurser for lakare under specialistutbildning. Vi ar fa
inom specialiteten och samarbete ar avgorande, speci-
ellt inom utbildningsomradet. P4 motet i Helsingfors
enades vi om att bilda en samnordisk grupp under
ledning av Nete Hornung, ordférande f6r DSKB, med
uppdrag att skapa en 6versikt 6ver utbudet av kurser
inom klinisk kemi i Danmark, Finland, Norge och Sve-
rige. Gruppen skall dven kartligga vilka regler géller
for utvirdering av kurser i de olika landerna och f6r-
soka att 6ka samordning och samarbete kring kurser

mellan de olika linderna. Férhoppningsvis kan detta
samarbete leda till ett utokat kursutbud for vara yngre
kollegor som tar sina forsta steg inom klinisk kemi.

I detta nummer av KBN annonseras stipendier fran
NORDFOND, med sista ansokningsdag den forsta juni
2012. NORDFOND bildades ar 1995 med medel fran
NORDKEM som lades ned samma ar. NORDKEM
var en nordisk samarbetsorganisation som stottade
manga projekt inom klinisk kemi. Nér NORDFOND
bildades bestimde NFKKs styrelse att alla studier som
ar viktiga for utvecklingen och anvindningen av kli-
nisk kemi dr behoriga att ansdka om ekonomiskt stod
fran fonden. Forutsittningen ér att projekten har sin
utgangspunkt i klinisk kemi och engagerar verksamma
inom Klinisk kemi i de nordiska landerna. Det r vik-
tigt att projekten ar av gemensamt intresse for nordisk
klinisk kemi, och att de gynnar samarbetet mellan
verksamma inom klinisk kemi i flera 4n ett nordiskt
land. De projekt fonden stéder bér uppmuntra profes-
sionella och personliga kontakter 6ver landgranserna
som vanligen varar linge efter att sjilva projekten
har fullféljts. Kort ssmmanfattning av de projekt som
far stod frin NORDFOND kommer fortlopande att
publiceras i KBN.

Carl-Bertil Laurells stipendium annonseras ocksa
i detta nummer av tidningen. En speciell fond for att
hedra Carl-Bertil Laurells minne instiftades 1984 i
samband med den nordiska kongressen i Malmé. Fon-
dens syfte ar att stodja yngre forskare som arbetar vid
nordiska laboratorier och ge dem mojlighet att besoka
andra laboratorier for att dér ldra sig nya metoder. Eko-
nomiskt stod kan sokas for resa och uppehille. Medel
ges ddremot inte till kongresser. Sista ans6kningsdag
for Carl-Bertil Laurells stipendium ér forsta april 2012.

Jag vill passa pd och pidminna om den nordiska
kongressen i Klinisk Kemi som blir i Reykjavik 12 - 15
juni ndsta sommar, se www.nfkk2012.is. Jén Jéhannes
Jonsson fortsatter att skriva om det vetenskapliga pro-
grammet i detta nummer av KBN.

Klinisk Biokemi i Norden
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Scientific Symposia at the XXXIIIth Nordic
Congress in Clinical Chemistry in Reykjavik,

Iceland June 12-15th; 2012

Jon Jéhannes Jonsson
Chairman of the Scientific Committee

I will focus on symposia in this
third article in Klinisk Biokemi
i Norden (KBN) on the Nordic
Congress in Clinical Chemistry in
Reykjavik in 2012. Other aspects of
the scientific program were descri-
bed in the two last issues of KBN.
The symposia are designed to cover
selected topics of special interest in current clinical
biochemistry and laboratory medicine. As in previous
congresses we will have the Astrup and Eldjarn sym-
posia. They witness some of the best of vibrant clinical
biochemistry in the Nordic countries.

A symposium on systems biology will help us clini-
cal biochemists become better acquainted with this
emerging field. We need comprehensive models to
make sense of all the data from high throughput tech-
nologies. This is where systems biology comes in play.
Ines Thiele (Reykjavik) will discuss the systems biology
of inborn errors of metabolism, Jens Nielssen (Goth-
enburg) will talk about establishment of the human
metabolic atlas, and Rudi Ballin (Luxembourg) will
talk on systems biology of neurodegenerative disease.

A symposium on aging will address how new
insights in biology are changing diagnostics in elderly
individuals. Borge Nordestgaard (Copenhagen) will
discuss cardiovascular risk assessment, non-fasting
remnant cholesterol and lipoprotein(a), Henrik Zet-
terberg (Gothenburg) will talk about the new clinical
criteria that allow for biomarker-assisted diagnosis of
Alzheimer disease and Gunnar Sigurdsson (Reykjavik)
will discuss abnormal bone structure and metabolism
in elderly persons.

Biomarkers and proteomics are part of a fast gro-
wing field. Three active researchers in this area Hans
Lilja (New York), Paul Tempest (New York) and
Gyorgy Marko-Varga (Lund) will describe recent deve-

lopments and how they relate to clinical biochemistry.

Peptide hormones and prohormones have many
important applications as diagnostic markers. Jens
Peter Goetze (Copenhagen) will cover natriuretic
peptides in cardiovascular diseases, Jens-Ulrik Jensen
(Copenhagen) will talk about procalcitonin use in
infections in different settings and Jens Fr. Rehfeld
(Copenhagen) will talk about gastrin and CCK pepti-
des in neoplastic diseases.

Highly sensitive troponins continue to be in the
limelight. Paul Collinson (London) will discuss ana-
Iytical and clinical issues related to the high sensitive
troponin assays, Ola Hammarsten (Gothenburg) will
tell us about hTnT in early detection of acute myocar-
dial infarction and Kristin Moberg Aakre (Bergen) will
give a talk on troponins in kidney failure.

The new oral anticoagulants are exciting new
pharmaceuticals with promises and caveats. Tomas L.
Lindahl (Link6ping) will describe the direct thrombin
inhibitor dabigatran, its effects on coagulation assays
and in vitro results on reversal of drug effects, Peter
Svensson (Malmo) will review the new oral anticoa-
gulants and whether the end of warfarin treatment is
in sight. Andreas Hillarp (Malmo) will describe the
effects of the direct factor Xa inhibitor rivaroxaban
on coagulation assays both clinical utility and as a
source of error.

Therapeutic drug monitoring always has hot topics.
Michael Oellerich (Goéttingen) will describe the use
of endogenous biomarkers to achieve personalized
immunosuppression and Marilyn Huestis (Baltimore)
will talk about the many advances in oral fluid drug
testing including for the workplace, pain management,
drug treatment and driving under the influence of
drugs programs.

Inborn errors of metabolism are collectively more
frequent then we used to think and can present in

Klinisk Biokemi i Norden
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many ways. Ulrike Steuerwald (Hannover) will review
primary carnitine deficiency and other common IEMs
in the Faroe Islands, both clinical relevance and pit-
falls in diagnostics. Lars Merkrid (Oslo) will describe
disorders of creatine metabolism and of cobolamins.
Piero Rinaldo (Rochester) will describe inborn errors
of metabolism diagnosable with newborn screening.

Molecular diagnostics are in a state of rapid transi-
tion. Gregg Tsongalis (Lebanon) will tell us about
miRNAs and describe how they are not part of the
junk in our genome. Bjarki Gudmundsson (Reykja-
vik) will describe two-dimensional electrophoresis of
nucleic acids to assess DNA damage and efficiency of
molecular methods.

There are many topics related to cancer that are of
interest to clinical biochemists. Elisabeth Paus (Oslo)
will review tumor markers in clinical chemistry high-

—

— —

lighting recent advances. Helgi Sigurdsson (Reykjavik)
will present cancer as a cellular metabolic disease
(Warburg was right after all) and George A. Bjarnason
(Toronto) will discuss the implications of chronobio-
logy in cancer medicine.

We will have a session on interactive clinical cases
run by Danielle Freedman (Luton) and Mike Hall-
worth (Shrewsbury). The session aims to test - and
improve - your clinical interpretation skills in a fun
and interactive way!

In summary, we have put together a program that
should be of interest to a broad range of clinical bio-
chemists working in different settings. We hope to see
in Reykjavik in 2012.

Kongressens hemsida: www.nfkk2012.is

XXXIII Nordic Congress in Clinical

Chemistry, June 12t - 15 2012
Reykjavik, Iceland - www.nfkk2012.is

Klinisk Biokemi i Norden
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Course in evidence based laboratory medicine

in Iceland

Kristin Moberg Aakre
kristin.moberg.aakre@helse-bergen.no

Just prior to the XXXIII Nordic
Congress in Clinical Chemistry
which is to be held in Iceland next
year the Nordic Society of Clinical
Chemistry (NFKK) invites collea-
gues to a course in evidence based
laboratory medicine. The course
will be held from June 11-12th 2012
at Solheimar, a small eco-village located approximately
65 kilometres east of Reykjavik. http://solheimar.is/
index.php?msl=english.

When working in routine clinical chemistry labo-
ratories we are often introduced to tests, technologies
and recommendations. The course will give the par-
ticipants some useful tools for navigating through the
increasing amount of information. The main task will
be to teach critical appraisal of scientific literature and
guidelines by focusing on three main topics; how do I
formulate the most relevant questions and what studies
will best answer my questions; how do I read an article
about diagnostic tests; how are guidelines developed
and what can they be used for?

The course is an introduction to evidence based
medicine and is a mixture of lectures and group work
with discussions. To work in groups should facilitate
implementation of achieved skills into later daily
practice to implement achieved skill into daily prac-
tice. This course is useful for all colleagues working in
routine clinical chemistry laboratories and is especially
recommended for residents.

Language: English
Registration: within March 15th

Registration fee: The course is arranged with financial
support from NFKK. Registration fee for members of
NFKK (i.e. members of the Norwegian, Swedish, Dan-
ish, Finnish or Icelandic Societies of Clinical Chemis-

try): 200 Euros (with private bathroom) or 150 Euros
(with shared bathroom).

Non members: 350 Euros (with private bathroom)
or 300 Euro (with shared bathroom)

The fee includes bus transport from Keflavik air-
port to Solheimar and bus transport from Solheimar
to Reykjavik, food and accommodation at Sélheimar
bed & breakfast for 2 days.

To register please contact:

Kristin Aakre

Laboratory of Clinical Biochemistry
Haukeland University Hospital

5021 Bergen, Norway

Phone; +47 55 97 31 88

E-mail: kristin.moberg.aakre@helse-bergen.no

We warmly welcome you to Iceland!
Best regard from the course committee

Kristin Aakre, Sverre Sandberg and
Ingunn Porsteinsdottir

Foto: Henrik Alfthan
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Gentofte Hospital belonnet for hurtige laboratoriesvar

Steen Stender og Eva Reinholdt
Klinisk-Biokemisk Afdeling, Gentofte Hospital, Gentofte
stst@geh.regionh.dk

Rigtige, hurtige og billige laboratoriesvar
Kernefunktionen pd en klinisk biokemisk afdeling
(KBA) er at levere rigtige, hurtige og billige analysesvar.
Det er, hvad patienterne, klinikerne og sundhedsmyn-
dighederne forst og fremmest forventer af KBA. Hvad
angar rigtigheden af de afgivne svar, si har faget gen-
nem dekader opbygget en imponerende organisation
bestdende af diverse kontrolsystemer. De laboratorie-
specifikke akkrediteringer bidrager ogsa til kvaliteten af
det analytiske arbejde. Personalet pa en KBA kommer
under og efter uddannelsen pa kurser og meder, hvor
kvalitetskontrol i praksis og teori gennemgas. Hvad
angar gkonomien er laboratorierne ligesom de fleste
andre afdelinger pa et hospital under et konstant bespa-
relsespres, men hvad angar produktionen af hurtige svar
har fokus veeret langt mindre. Da de fleste moderne
analysemaskiner kan producere mange hundrede ana-
lyseresultater i timen, skyldes hovedparten af leengeva-
rende svartider som regel blodprevens ventetid uden
for analyseapparatet, hvilket igen i betydeligt omfang
skyldes uhensigtsmeessig logistik.

Proveforlob

Et noglebegreb i sundhedsvasenet har gennem de
sidste 20 &r veeret patientforleb. Og arbejdet med at
optimere patientforlgbet har hovedsageligt drejet sig

Den 15-8-2011 overrakte daveerende indenrigs- og sundhedsminister Ber-
tel Haarder Den Gyldne Skalpel, initiativprisen fra Dagens Medicin, til
Klinisk-biokemisk afdeling pa Gentofte Hospital pd grund af hurtige labo-
ratoriesvar. Afdelingen var indstillet af de ledende kliniske overleger pd
hospitalet og udvalgt blandt mange andre indstillede af en bedommelses-
komite pd 7 fremtreedende aktorer pd den danske sundhedsscene. Det er
forste gang, at en klinisk biokemisk afdeling far denne pris. Her beskrives,
hvordan afdelingen gennem de sidste 7 dar har arbejdet malrettet med at
nedbringe svartiderne.

om at minimere patienternes ventetid pa de forskellige
undersogelser og behandlinger. P4 laboratoriet er det
analoge begreb proveforlgb, som ogsé har indflydelse
pé patientforlgbet. Den klinisk biokemiske funktion
udger kun en lille del af den samlede hospitalsfunk-
tion (budgetmaessigt nogle fa %), alligevel kan vente-
tiden pa analyseresultater veere en afgerende flaske-
hals mange steder i patientforlebet. Men hvem pé en
KBA har under uddannelsen eller efteruddannelsen
leert noget om optimering af produktionsprocesser i
et rutinelaboratorie? Specialleegerne i klinisk biokemi
har ikke. Ej heller har bioanalytikerne. Industrien har
beskeeftiget sig med optimering af produktionsproces-
ser i mange dr. Og det er et fagomrade pa DTU, der
udkleekker kandidater, som bruges i industrien, men
endnu ikke pa klinisk biokemiske afdelinger og vist
meget sjaeldent pa andre hospitalsafdelinger. De store
internationale firmaer, der leverer analysemaskiner til
laboratorierne, har som regel logistikafdelinger, der har
forskellige forslag til laboratoriets arbejdsgange, meget
ofte centreret omkring det pageldende firmas egne
apparater. Og det er udmerket. Men det var naturligt,
at i det mindste laboratoriets ledelse vidste noget om
arbejdsorganisering pa et lidt hojere niveau end det,
man ved snusfornuft kan na frem til.

(Fortseetter side 14)
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Hvordan en overlage pa en klinisk biokemisk afdeling
blev interesseret i logistikken, der bestemmer svartiden

(en personlig beretning af SS)

12004 deltog jegi et IT-brugermede i USA. Ved bru-
germgdet blev der holdt et foredrag om gennemfo-
relsen af et Lean projekt pa et amerikansk hospitalsla-
boratorie. Jeg havde aldrig for hert om Lean. For mig
var foredraget en dbenbaring, neermest en vakkelse.
Foredragsholderen, der var laege og laboratorieleder,
talte om: Hensigtsmeessig placering af analyseap-
parater, der minimerede ga-afstande, ventetid som
spildtid, “work smarter not harder”, forst ind/forst
ud’- princippet, keb ikke nyt udstyr, brug det, du har
pa en mere intelligent made (hvilket beted, at man
kunne komme i gang med det samme) osv. En lang
raekke af de sdkaldte Lean strategier, der nu i 2011
virker banale, forekom mig i 2004 naermest geniale.
Foredragsholderen vendte under foredraget gang pa
gang tilbage til begrebet scientific work management.
Analysér arbejdsgangene pé naturvidenskabelig vis
og optimer dem i den enskede retning, men med
respekt for medarbejdernes arbejdsglaede, var buds-
kabet. Figur 1. Under foredraget gik det pludseligt op
for mig, at rutinelaboratoriet kunne betragtes som
en slags organisme og blodprevernes gang gennem
laboratoriet kunne studeres med samme metode,
som jeg i artier havde anvendt for at kortlaegge koles-
terolpartiklernes gang ind og ud af arterieveeggen
med henblik pa at kunne mindske udviklingen af
areforkalkning. Efter foredraget i USA folte jeg, at

Lean Balance

A for H; Ma
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e
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Figur 1: Lean balancen

det var mindst lige sa videnskabeligt speendende at
beskeeftige sig med arbejdsgangene pa rutinelabora-
toriet som med kolesterolpartiklerne i arterieveeggen.
Og pa det overordnede plan kunne jeg bruge samme
metode: Den naturvidenskabelige.(Figur 2 og 3).
Det faldt mig ind, at tilrettelaeggelsen af logistikken
pa rutinelaboratoriet ligefrem kunne have glaede af
den ofte lange og grundige uddannelse til videnska-
belig tankegang, som er kendetegnende for de fleste
specialleeger i klinisk biokemi.
Hermed slutter den personlige beretning.

Monocyt

rieveeggen.
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Figur 3: En tilsvarende model for fluxen af blodprover ind
og blodprovesvar ud af rutinelaboratoriet.
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Hurtige analysesvar

Patienterne og klinikerne har altid ensket hurtigere
provesvar og allerhelst, at hejst timegamle laborato-
riesvar var til stede, nar laegen sa patienten ved mor-
genstuegang eller i dagambulatoriet eller nar leegen sa
den akut indlagte patient forste gang. Efter at KBA pé
Gentofte Hospital blev ISO 15189 akkrediteret i 2004
besluttede afdelingsledelsen i fuld enighed - trods
manglende viden om professionel tilretteleeggelse
af arbejdsgangene i laboratoriet - at de kommende
ars udviklingsarbejde skulle fokusere pa hurtigere
laboratoriesvar. Vi vidste, at gode resultater med kor-
tere svartider ikke kunne publiceres i de almindelige
videnskabelige tidsskrifter med deraf folgende karrie-
refremmende merit, men vi vidste ogsa, at vi kunne

2011(HVERDAG)
Tid fra modtagelse af proveglas til svar foreligger
Jo leengere mod venstre kurven forleber jo kortere svartid
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gore vores kunder - patienterne og behandlerne pa de
Kliniske afdelinger pa Gentofte Hospital - mere til-
fredse. Og det var det, vi primeert var ansat til.

Svartidsmaling

Som i anden naturvidenskabelig sammenhang krae-
ves en god malemetode til at kvantificere det, man er
interesseret i at studere og dermed pavirke. Moderne
laboratorieinformationssystemer registrerer for hver
enkelt blodpreve, hvornér den er blevet bestilt, hvornar
den er blevet taget, hvornar den er blevet modtaget
pa laboratoriet og hvornar svaret er blevet afgivet.
De respektive intervaller er alle af interesse, nar man
skal studere proveforlgbet. Vi har koncentreret os om
at mindske tiden fra blodpreven bliver taget pa den
kliniske afdeling eller i blodpreveambulatoriet til blod-

2011(HVERDAG)
Tid fra modtagelse af proveglas til svar foreligger
Jo leengere mod venstre kurven forleber jo kortere svartid
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Figur 4: Kumulerede frekvenser fanger en svartidsreduktion
efter en organisatorisk cendring. Kurverne fra september og
oktober 2011 ligger leengere mod venstre end kurverne fra
2010.

Figur 5: Den graf, der sendes til hospitalsadministrationen
hver mdned. Endnu har vi ikke overvundet svartidsreduktio-
nen, som omskift fra FlexiLab til Labka har fordrsaget.
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proven modtages pa laboratoriet, men forst og frem-
mest pa at mindske tiden fra blodpreven modtages
pé laboratoriet til analyseresultaterne er tilgaeengelige
for rekvirenterne. Sidstnavnte forleb er laboratoriet
selv herre over og kan uden resursetilforsel selv gore
noget ved.

Svartidsgrafer

I et regneark kan relevante svartider for en given
analyse over et givet tidsrum, for eksempel den sidste
maned, angives som et frekvensdiagram, der ofte ligner
profilen af en trappepyramide. @nsker man at sam-
menligne udviklingen af svartider for flere maneder,
er det vanskeligt at se et monster ved pa samme graf
at afbilde 2 eller flere forskellige profiler. Det hjelper
lidt, hvis man afbilder resultaterne for hver maned med
hver sin farve og antallet af svar i et givet tidsinterval
som % af det samlede antal svar. Sammenligningen
bliver dog meget lettere, hvis man anvender sakaldt
kumulerede frekvensdiagrammer. Frekvensdiagram-
met integreres og trappepyramideprofilen bliver til en
skranende opadstigende linje. Jo leengere til venstre lin-
jen forlgber, jo kortere er svartiderne. Jo stejlere linje,
jo mindre variation i svartiderne. Dermed bliver det
let at sammenligne forlgbet af mange linjer. I Figur 4
viser de 3 linjer tiden, fra proven er modtaget pa labo-
ratoriet, til heematologisvarene er tilgeengelige, for hele
2010 under et og for hver af mdnederne september og
oktober 2011. Det ses hvorledes en organisationsaend-
ring i arbejdsgangen skubber kurverne mod kortere
svartider. For den 1. juli 2011 var heematologien og
provemodtagelsen to adskilte funktioner. Efter 1. juli
blev funktionerne forsegsvis sammenlagt og betjent
af samme team. Det kunne lade sig gore, fordi de 2
funktioner udferes blot nogle fi meter fra hinanden.
Svartidsgraferne talte for, at denne organisationsaend-
ring skulle opretholdes. Eksemplet illustrerer, hvorle-
des denne afbildningsmetode fanger og tydeligger en
eendring i svartiden.

Pa KBA har vi gennem mange ar anvendt svartidsaf-
bildinger. Kurverne har varet en fast bestanddel af de
manedlige kvalitetsmeder pa samme made som resul-
taterne af de eksterne kontroller og opgerelsen over
afdelingens samlede antal patientkontakter. Kurverne,
der udarbejdes hver méaned, indeholder svartiderne for
en repreasentativ analyse fra hver af vores analysema-
skiner. Pa grafen afbildes svartiderne for den netop
passerede méaned, den foregdende maned og for hele
det foregaende ér. Disse 3 kurver er lette at overskue og

Haemoglobin
(og andre haematologiske analysesvar).
Store og sma svartidsforkortende andringer
Jo leengere mod venstre kurven forlober - jo
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Figur 6: Svartidsgrafer for hver oktober mdned i perioden fra
2005 til 2011 for heemoglobin. Svartiden er her beregnet fra
det tidspunkt proven modtages pd laboratoriet til svaret er
tilgengelig for rekvirenten.

viser, hvordan svartiderne udvikler sig. Vi udtager lige-
ledes denne slags kurver for blodprever, der analyseres
i henholdsvis aftenvagten og nattevagten. I perioder
har det endog veret et gnske fra bioanalytikere, at fa
svartidskurver for hver dag over en periode for at se,
om nogle havde arbejdsprocedurer, der resulterede i
hurtigere svar end andre. Det var der, og det leerte alle
af. Hver méned sender vi én og kun én graf med de
oven for omtalte 3 kurver over svartider for samtlige
analyseresultater til hospitalsdirektionen. Figur 5.
Malet er at vi skal blive bedre. Det er sket siden 2005.
Figur 6. Med svartidsgraferne konkurrerer vi med os
selv. Nogle ville maske fristes til benchmarking mellem
de forskellige KBA-afdelinger i landet eller i en given
region. Det kan muligvis lade sig gore, men det kraever
enighed om, hvad der medtages af analyser. Vi med-
tager for eks ikke POCT-svar. Svartiderne afhenger
desuden af mandskabs- og apparaturmeessige resurser
pa den pageldende klinisk biokemiske afdeling. Det

(Fortscetter side 16)
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er efter vores opfattelse langt mere givtigt og mindre
problematisk at konkurrere med sig selv.

Indferelsen af et nyt I'T-system /skift fra Flexilab til
Labka II den 1. april 2011 havde en negativ virkning pa
svartiderne. De forste 2 maneder blev de i gennemsnit
20 minutter leengere. Det er en af omkostningerne ved
at skifte system, men vi kan folge med i, hvordan vi
maned for méned arbejder os tilbage. Og vi forventer,
at vi ved udgangen af 2011 vil levere hurtigere svar, end
vi nogen sinde for har gjort.

Svartidsoptimering videnskabeligt set og hjem-
meblindhed

Man analyserer detaljeret nogle udvalgte arbejdsgange,
opstiller en hypotese for, hvorledes man kan mindske
den tid, som blodpreverne er i venteposition, afpre-
ver hypotesen ved at aendre arbejdsgangene, folger
svartiderne i dage, uger eller méaneder. Bliver svar-
tiden kortere, fastholder man de nye arbejdsgange.
Bliver svartiden ikke kortere, forkaster man hypote-
sen, opstiller en ny hypotese, laver en ny sendring af
arbejdsgangene, registrerer svartiderne osv. Ved den
nermest videnskabelige meget objektive analyse af
arbejdsgangene har man en mulighed for at frigere
sig fra hjemmeblindhed, dvs. fenomenet: Det altid
sete, er det aldrig sete. Det er der meget af pa et hos-
pitalslaboratorie og formentlig mange andre steder pa
et hospital. Det hanger blandt andet sammen med, at
teknologien naturnedvendigt kommer for sendring-
erne af arbejdsgangene. I begyndelsen speender man
hesten foran bilen, mentalt set. Man bruger erfaringen,
selv om erfaring fra gammel teknologi ofte kan vere
en billet til et tog, der er kort.

Figur 7: Den nye bygning pa Gentofte Hospital. Klinisk-
biokemisk afdeling flyttede ind i stueetagen i december 2009.

| 1]2012

Laboratoriedriften pa et hospital har gradvist gen-
nem de sidste 30 ar udviklet sig fra hdndanalysering
til automatisk maskinanalysering, men arbejdsgangene
har kun delvist fuldt med. Det vanskelige er at opdage
det, og ofte er det vanskeligt at gore noget ved det, men
et forste skridt er at se det.

Lean pad KBA Gentofte Hospital

KBA entrerede med amerikanske Lean specialister i
flere omgange i 2004 og 2005. En raekke af afdelingens
medarbejdere blev Lean uddannet og afdelingen har
holdt Lean kurser med interne hospitalsansatte Lean
konsulenter. Og hele tiden har der fra ledelsens side
vaeret fokus pa svartidsudviklingen.

I 2006 fik vi medindflydelse pa indretningen af et
helt nyt laboratorie, der skulle placeres i en helt ny
bygning. Pa baggrund af vores Lean erfaringer beslut-
tede vi som udgangspunkt at indrette geografien til
at fremme produktionen af hurtige analysesvar. Pa
samme méde som i et velfungerende kokken anbragte
vi hovedparten af vores analysemaskiner, der star for
90 % af vores analyseresultater og som afgives deg-
net igennem, taet op af hinanden i et laboratorie, sa
gd-afstandene mellem dem blev minimeret og ogsa
sdledes, at analyseapparaterne let kunne forbindes med
béand, der transporterede proverne fra det ene apparat
til det andet. Vi fik herved et seerdeles kompakt labo-
ratorie. Figur 7,8 og 9.

Vi havde forberedt ingeniorer og arkitekter pd, at
varmeudviklingen skulle bortledes med velfungerende
ventilation og at lyden skulle dempes med diverse
lydpaneler. Disse miljeforanstaltninger er trods for-
arbejdet ikke blevet optimale. Af vores personale
oplever 70 % sig generet af stej, der dog ikke nar et
sundhedsskadeligt niveau, mod et gennemsnit pa 57
% af personalet pd Hovedstadsregionens i alt 8 klinisk
biokemiske afdelinger. De tilsvarende tal for generende
hej temperatur er 30 % mod et gennemsnit pa 29 %.
Det er tankevakkende, at der i et helt nyt hospitalsbyg-
geri tilsyneladende ikke kan skabes laboratorier med
bedre indeklima, selvom analyseapparaternes stoj og
varmeudvikling er kendt pa forhand. En alternativ los-
ning er at lukke alle analyseapparaterne inde og fortage
betjeningen fra PC-skaerme i tilstodende stgjsvage og
velventilerede rum.

Konkrete @ndringer, der forkorter svartiden
”Work smarter - not harder” har veret fokus i de Lean
inspirerede tilrettelaeggelser af arbejdsgangene i labo-
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Klinisk biokemisk afdeling Gentofte Hospital 2011

Vo W

Figur 8: Grundplan for placering af analysemaskiner i det nye laboratorie. De hyppigst anvendte gangveje er angivet med sorte pile.

ratoriet, der gradvist er sat i vaerk gennem de sidste 7
ar. Herunder angives en rackke mere konkrete tiltag.

1. Standardisering af arbejdsprocesserne

e Med en ISO15189-akkreditering er man hjul-
pet godt pa vej. Men den fysiske organisering
af laboratoriet helt ned i sma detaljer er ogsé af
betydning. Feks. er alle provetagnings-kabiner og
-vogne helt ens, og de forskellige arbejdsstationer
ved de enkelte analysemaskiner er ens. Det gor
det let at overskue, mindsker fejl og nedseetter
svartiden. Individuelle arrangementer de navnte
steder er ikke tilladt og ogsa uensket af persona-
let.

2. Minimering af spildtid

« Fokus er her forst og fremmest pa unedvendig
lang transporttid og unedvendig lang ventetid -
tiden hvor preven bare star pa et bord og ikke er
i analyseapparatet.

« Spildtid opstar ogsa ved at flytte prover fra stativ
til stativ for til sidst at seette dem i apparat racket.
Blodpreverne sattes i racket - hvor det er muligt
- fra starten.

3. Minimering af rod
 Man skal aldrig lede efter noget, der skal bruges i
arbejdsprocessen
« Ting, der skal bruges flere gange dagligt, skal sta
fremme.
« Ting, der skal bruges en gang dagligt eller ugent-
ligt, skal opbevares i skuffer/skabe, hvis lager

(Fortscetter side 18)

Figur 9: Det nye laboratorie. Bemeerk ventilationsskorstenene.
De lydabsorberende paneler pd veeggene kan ikke ses.
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merkes med indholdet, safremt lagerne ikke er
af glas.

« Ting, der bruges sjeeldnere, skal ud af laboratoriet

og i depot.

4. Bedre proveforlgb.

« Blodpreverne skal, hvor det er muligt, komme i

en jaevn strom og ikke i bunker. Sidstnaevnte for-
arsager flaskehalse bade ved modtagelsen, centri-
fugeringen og analyseringen. P4 Gentofte Hospital
har vi ikke rerpost fra afdelingerne til laboratoriet,
men betjener os af en sakaldt "runner”. Det er en
laboaratorieansat piccoline, der om morgenen og
formiddagen henter blodprever pé diverse kliniske
afdelinger. Blodpreverne er af blodprevetagerne
anbragt i en seerlig kurv pa den kliniske afdeling.
Kurven temmes af runneren hver halve time og
de forste blodprever kommer i analysemaskinerne
allerede inden kl. 8 selv om blodprevetageren forst
er feerdig med sin runde efter kl. 9. Runner funk-
tionen kan med fordel erstattes af rorpost eller en
lille robot.

Vedligeholdelse og kontrolanalyseringer pa analy-
semaskinerne foretages ikke pa tidspunkter, hvor
antallet af blodprever er hojt, men henlagges til
vagtperioder med lavt antal prever. Ingen ville
synes om, at buschaufforen begyndte at vaske bus-
sen i myldretiden.

Provetagning og analyseringer gér ikke i sta pga.
diverse pauser og moder.

Forst ind, forst ud dvs. preverne analyseres i den
raekkefolge, hvori de kommer til laboratoriet. Alle
prover keres som hastepraver. Det kan man tillade

T

Figur 10: Synlig strukturering pa et hangarskib ved hjcelp af
farver pa de ansattes hjelme og trojer.
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sig, hvis svartiderne er korte nok. Som sidegevinst
sparer man en del sortering.

Batchning modvirkes for eks. ved at erstatte store
centrifuger med flere mindre. Der skal veere sa fa
stativer som muligt, de kalder bare pé prever, som
stir og venter. Enten skal en prove vere i hinden
pé en person eller i et analyseapparat eller pa vej
i et rorpostsystem eller med en robot direkte ned
i en centrifuge, saledes at den sidste, der har rort
proven inden svaret foreligger, er den der har taget
proven pa patienten. Sddan er det dog endnu ikke
pa Gentofte Hospital. Langt fra.

En betydelig flowstopper i vores blodpreveam-
bulatorie for ambulante patienter er patienter,
der meder op uden blodpreverekvisitioner i IT-
systemet. Det drejer sig om 5-10 % svarende hos
os til op til 30 patienter om dagen. Feenomenet
skyldes uhensigtsmaessige arbejdsgange pa nogle
af de kliniske ambulatorier, hvor patienten far at
vide, at der skal tages blod, men personalet far ikke
rekvireret blodpreven i IT-systemet. I sadanne til-
feelde har vi tidligere taget en sdkaldt regnbuepro-
fil, dvs. et glas af hver farve, sendt patienten af sted
ud fra den tankegang, at personalefejl ikke skulle
gd ud over patienten. Efterfolgende har vi ringet
til den kliniske afdeling for at finde ud af, hvad
der burde have veret rekvireret. Det har vaeret
tidskraevende for begge parter. Trods talrige forseg
gennem mange ar har det ikke veeret muligt at
mindske disse manglende rekvisitioner. Vi har nu
i samrad med hver enkelt klinisk afdeling indfert
en “manglende rekvisitionsprofil ” for den pégeel-
dende Kkliniske afdeling eller for et seerligt klinisk
afsnit. Nu rekvirerer blodpreveambulatoriet pa
KBA den specifikke “manglende rekvisitionspro-
fil’, nér en patient meder op og rekvisitionen ikke
ligger i IT-systemet, og analyserne udferes. Herved
opnas dels en automatisk registrering af de enkelt
afdelingers "manglende rekvisitioner” og fejlen
stopper ikke patient flowet i ambulatoriet og kree-
ver ikke saerlige foranstaltninger efterfolgende fra
laboratoriets side. Den “manglende rekvisitions-
profil” anvendes ogsa i blodpreveambulatoriet,
nér der er IT-nedbrud og al rekvisition foregar pa
nedsedler.

Vi har indfort elektronisk optagelse og lagring af
EKGer, der er tilgeengeligt pa nettet, si snart de er
taget, pd samme made som de fzerdige analysere-
sultater.
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5. Synlig strukturering ved systematisk anven-

delse af farver

« Hvor fejl i mange personers hurtige samarbejde
er dedsensfarligt som for eks. pa et hangarskib,
anvendes farvekoder pé veste og hatte for at syn-
liggare, hvem der gor hvad. Figur 10. Knapt sa
dramatisk er det pa et laboratorie, selv om der ogséa
der kan opsté dedsensfarlige fejl (for patienterne).
Vi anvender farvekoder mange steder med henblik
P4, at personalet hurtigt og sikkert kan finde, hvad
de soger, hvad enten det er utensilier eller infor-
mationer.
Hver af laboratoriets 5 arbejdsstationer er ens
bygget op. Hver har sit eget bord til utensilier, der
er i plastikkasser af forskellig storrelse, men med

samme farve, der er forskellig fra station til sta-
tion. Figur 11. Reservekassen af samme farve og
med samme indhold er anbragt i en sakaldt Lean
reol. Figur 12. Piccolinen serger for at samtlige
Lean reolens kasser altid er fyldt op. Det er med
til at minimere lagerbeholdningen pa laboratoriet.
Ved en stor lagerbeholdning mistes overblikket, da
pladsmangel ofte er et problem og varerne til den
enkelte arbejdsplads spredes.

Over arbejdsstationens bord stir de nedvendige
ringbind pa en hylde. Ringbindenes farve viser
om indholdet omhandler reagenser, analysema-

skinforhold eller analyseinstruksen. Ringbinde-
nes rakkefolge pa hylden er organiseret med en
sakaldt Lean stribe, der har samme farve som
utensiliebeholderne og sikrer, at ringbindene altid
stir i den rigtige orden. Figur 11. Instruksens sider
har ogsa forskellige farver athengig af indholdet.
Figur 13. Ringbindenes farver og instrukssidernes
farver er ens fra arbejdsstation til arbejdsstation.
Forskelligt farvede plastikposer, der indeholder
forskelligt provemateriale (urin, spinalveske osv.)
bringes fra de kliniske afdelinger til laboratoriet.
De Kliniske afdelinger serger selv for sorteringen
“ved kilden” til plastikposen med den rigtige farve.
Figur 14. Det gor sorteringen og den videre ekspe-
dering i modtagelsen pda KBA hurtigere og mere
sikker.

Virkningen af ovennaevnte Lean-tiltag resulterede gen-
nem drene i kortere svartider i sma eller store ryk. De
fysiske @ndringer er nemme at implementere og den
skarpe strukturering og organisering falder naturligt
for bioanalytikerne.

Synlig strukturering

Figur 11: Synlig strukturering ved en arbejdsstation pd Klinisk
biokemisk afdeling, Gentofte Hospital. Utensiliebeholderne er
alle gronne. Striben pa ringbindene ligesd. Ringbindenes farve
forteeller, hvad der er i ringbindene.

Farvekoder for utensilierne

ﬁCL TGP  Wedtapin

Ce nr1up

Figur 12: Lean-reolen, der indeholder fyldte reservekas-
ser for de kasser, der stdr pd de enkelte arbejdsstationer.
Reservekasserne holdes altid fyldte.

Zndringer der gor ondt

Zndringer i vagtopgaver og pauser gor ondt. I mange
ar har bioanalytikerne haft den opfattelse, at vagtar-
bejde alene er akutarbejde. Det, der pa nogen mulig
made kunne udferes i dagtiden, skulle udfores i dag-
tiden. Den teknologiske udvikling af analyseapparatur
har imidlertid gjort det muligt at analysere stort set alt
i degnets 24 timer og har samtidig minimeret vedli-
geholdelsen og kontrolanalyseringerne. Da arbejdsbe-
lastningen iseer i nattetimerne er begraenset, selv om
vi kun har 1 bioanalytiker i nattevagt, har det vaeret
naturligt at overflytte opgaver, som hidtil er blevet
udfert i dagrutinen, til nattevagten. Det har kraevet
en holdningsendring hos personalet.

Der er etableret pauseaflosning, saledes at det sik-
res, at alle apparater “fodres” konstant. Der er i den
anledning etableret miniteams i laboratoriet, hvor der
aflpses pa skift ved pauser. Det betyder, at andre end
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dagens apparatansvarlige betjener apparatet. Det har
ikke veeret nemt. Bioanalytikeren vil gerne selv sta for
apparatet og onsker ikke indblanding. Sadan har det
altid veeret, men det er ikke hensigtsmaessigt specielt
ved en bandautomatisering. En sddan @ndring kraever
vedholdenhed fra ledelsens side.

Zndringer der gor godt
Det har vist sig, at de mange @ndringer, der gennem
arene er blevet indfert i laboratoriets logistik, har gjort
arbejdet lettere for de ansatte. De korte svartider kan
i den sammenhaeng naermest betragtes som en heldig
sidegevinst.

Den storste gkonomiske besparelse ved kortere

Standardisering
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svartider ligger ikke pa laboratoriet. Den ligger ved,
at laboratoriesvarene bidrager til et bedre og kortere
patientforleb. For hospitalet betyder det mindre gen-
nemsnitlig liggetid. For den ambulante patient kan
blodprevetagning, analysering og konsultationen pa
den kliniske afdeling klares i én seance, sa der spares
patienttransport og mindre fraveer fra arbejdspladsen,
sdfremt patienten er i arbejde.

De ansattes holdning til hurtigere blodprevesvar

De “menige” bioanalytikere har deltaget i Lean projek-
terne lige fra begyndelsen i 2005. Derved har bioana-
Iytikerne selv bidraget med forslag til forbedringerne
og veeret vigtige for implementeringen. De har folt
et ejerskab til projekterne. Der er ogsa langsomt sket

Instrukserne udskrives pé hver sin farve papir efter nedenstiende tabel.

Figur 13: Instrukserne har
alle en ensartet opdeling

Suffiks Hovedpunkt Papirfarve efter farvekode.
a 1 Fremgangsmide Hvid
b 2 Reagenser Rosa
c 3 Kontroller 1l
d 4 Resultatvurdering
e 5  Svarafgivelse Polar gren
f 6  Kalibrering Abrikos
g 7 Vedligeholdelse Guld gul
h 8  Bortskaffelse af affald
i 9 Fejlfinding/Analytiske fejlkilder Raps gul

Farvekoder letter og sikrer rigtig sortering

Figur 14: "Sortering ved kil-
den”. De kliniske afdelinger

Blod- og urinprover til
KMA

(KMA-sedlen er gron)

Prover til blodbank
(De gamle BB-sedler var
rode)

Spinalvaesker /
A-punktur
(Blat blink})

anbringer provematerialet i
de rette farvede plastikposer,
for plastikposerne sendes til
Klinisk biokemisk afdeling til
videre befordring.
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en holdningsandring til vagt- og pausearbejdet, godt
hjulpet pa vej af det store arbejdspres, der er i dagtiden.
Har det pavirket det psykiske arbejdsmilje? Er arbejds-
presset blevet mindre? Der er ikke foretaget malinger af
det psykiske arbejdsmilje inden projekterne startede,
men i 2011 er der i Region Hovedstaden foretaget en
trivselsmaling blandt alle ansatte via anonym besva-
relse af et sporgeskema sendt ud til hver enkelt pa
Regionens intranet. Resultaterne pa Klinisk-biokemisk
afdeling Gentofte Hospital falder meget tilfredsstil-
lende ud sammenlignet med resultaterne for gvrige
ansatte pa Hospitalet og vigtigst ogsa sammenlignet
med resultaterne for de evrige klinisk-biokemiske
afdelinger i Regionen.

Nar vi ser tilbage pd de 7 ars Lean arbejde, er vi
af den opfattelse, at det er de ansattes holdning, der
har veeret den vigtigste faktor for de kortere svarti-
der. Selvfolgelig betyder det noget, at vi har sat alle
analysemaskinerne tet op af hinanden, sa bioanaly-
tikeren ikke spilder tid med at transportere prgverne
rundt i laboratoriet. Selvfolgelig betyder det noget, at

Foto: Henrik Alfthan

vi har indfert systemer, sa alt p& laboratoriet har sin
rette plads, og at man aldrig leber tor for ting, der er
nedvendige for analysearbejdet. Selvfolgelig betyder
det noget, at vedligehold af analysemaskinerne ikke
foregdr om formiddagen i laboratoriets myldretid. Sel-
vfolgelig betyder det noget at vi fokuserer lige s& meget
pa svartiderne som pa resultaterne af kontrolpreverne.
Men det er den enkelte bioanalytikers holdning til
blodprever, der stir og venter, som er helt afgorende
bade med henblik pa at foresla nye arbejdsgange og
ogsa med henblik pa at folge de arbejdsgange, der giver
de korteste svartider.

Mange af vores tiltag er banale. En del er tyvstjilet
fra andre indenlandske og udenlandske laboratorier,
men som ved akkreditering geelder det ogsé ved svar-
tidsoptimering : “Steal with pride”. Maske skulle nogle
af de videnskabeligt veluddannede specialleeger pa
landets klinisk biokemiske afdelinger overveje at stjele
en naermest videnskabelig interesse for svartidsoptime-
ring fra Klinisk biokemisk afdeling pd Gentofte. For
patienternes skyld og for fagets skyld.
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Copeptin: A new peptide in clinical measurement
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Plasma measurement of the peptide hormone vaso-
pressin (AVP) has proven difficult in routine labora-
tories. Vasopressin is a nonapeptide produced in the
hypothalamus and released to circulation from the
pituitary gland (figure 1). In circulation, vasopres-
sin regulates several biological functions including
peripheral vasoconstriction (via Vi receptors) and
renal water retention (via V receptors). Vasopressin
is also a potent stimulator of endothelial von Wil-
lebrand release. For clinical use as a plasma marker,
vasopressin measurement has been hampered by its
marked instability in vitro, strong binding to throm-
bocytes and small peptide size preventing measure-
ment by sandwich immunoassays. Plasma vasopres-
sin measurement has consequently been used mainly
for research purposes and is not on the standard
analytical repertoire in most hospital laboratories.

Human vasopressin is derived from provasopressin,
which is a 145 amino acid residue precursor. Besides
vasopressin, the precursor structure contains two
other peptide fragments: Neurophysin II and copeptin
(figure 2). Copeptin is the C-terminal part of prova-
sopressin and constitutes 39 amino acids. Copeptin is
covalently modified and stored in the posterior region
of the pituitary gland as a glycopeptide (1). Copeptin
and vasopressin are co-secreted to the circulation
upon relevant stimulus and copeptin thus represents

a surrogate marker of vasopressin release (2). A well-
established analogy in routine measurement is the
C-peptide, which is derived from proinsulin and
used as a surrogate marker of endogenous insulin
production.

Copeptin plasma measurement is a relatively new
entity, which is reflected in the few research papers
published so far (September 2011: n = 153 via Pub-
Med). Basically, most papers are based on measure-
ment in plasma samples from already collected clinical
studies. Biochemical and physiological data are still
needed on molecular forms in plasma and the eli-
mination phase. Nevertheless, the published data are
encouraging in especially cardiovascular disease, and
the present mini-review aims at summarizing the most
interesting applications in human medicine.

Meuronal )
synthesis 4
¢
Axonal :

transport

Storage and
secretion

Figur 1: Copeptin production, axonal transportation and
pituitary secretion (modified with permission from Nils
Morgenthaler)
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Copeptin measurement in plasma

An automated platform has been introduced for
routine copeptin plasma measurement. Copeptin is
measured by a sandwich assay utilizing antibodies
directed against distinct epitopes in the copeptin pri-
mary sequence (provasopressin 113-128 and 130-145,
respectively). The method was validated and published
in 2006, where the marked in vitro stability of copep-
tin seems to provide a promising tool for evaluating
the vasopressin response in human health and disease
(3). A more sensitive assay has now been launched
(in 2011) that allows for copeptin measurement even
in the low picomolar range (1 pmol/L). Notably, this
is required for clinical measurement, where low or
no vasopressin production is suspected. Copeptin
measurement, however, is still largely defined by one
company and their automated platform, which makes
comparison to other methodologies impossible. Thus,
all copeptin plasma measurements in new clinical stu-
dies refer to this specific methodology. In the following
sections, we have included clinical scenarios, where
copeptin measurement may provide clinically relevant
information beyond existing markers.

Copeptin and diabetes insipidus

Diabetes insipidus (DI) is suspected when patients
have excessive fluid intake (polydipsia) and produce
large volumes of dilute urine, usually over 3 L/day. The
pathogenesis behind the polydipsia-polyuria syndrome
is either an insufficient vasopressin secretion (central
DI), insufficient vasopressin response in the kidneys
(nephrogenic DI) or excessive water intake caused by
other reasons such as defects in thirst perception or
psychogenic reasons (primary polydipsia). The final
diagnosis relies on laborious tests where patients are
admitted and asked to refrain from drinking during
a day usually followed by a desmopressin challenge,
while analyses for urine osmolarity, plasma osmola-
rity, and plasma sodium are performed. These tests,
however, have limited diagnostic accuracy because
the most common form of DI is due to a reduced
rather than a total loss of either vasopressin produc-
tion or response in the kidneys. In addition, most
patients with polydipsia have primary polydipsia.
To overcome this problem, it is recommended to
quantitate vasopressin during the water deprivation
test. Due to the methodological problems mentioned
in the introduction, this has not been included as
a diagnostic standard. Copeptin measurement was

Pre-provasopressin

1 913 105 107 145
(Sorall [ | I
Vasopressin Copeptin

Figur 2: Schematic presentation of the human vasopressin
precursor. Copeptin constitutes the C-terminal fragment and
vasopressin the N-terminal peptide from the prostructure.

Pituitary vasopressin

Cardiac natriuretic peptides Renal RAAS

Figur 3: Triangle of peptide hormones involved in water
homeostasis. Note that all hormones are key players in cardio-
vascular pathophysiology and treatment.

first shown to support a DI diagnosis in patients with
complete central DI following transsphenoidal sur-
gery. Copeptin concentrations below 4.5 pmol/L after
insulin-induced hypoglycemia separated all patients
compared to normal controls (4). This is, however, far
from the clinical reality where the majority of patients
will present with incomplete forms of DI or primary
polydipsia. Recently, copeptin was tested in a more
everyday-like situation and the results were compared
to the standard diagnostic procedure in patients with
partial central DI, complete central DI, nephrogenic
DI, and primary polydipsia. Copeptin measurements
during the water deprivation test were shown to have
superior diagnostic power compared to all other ana-
lyses including vasopressin measurements (5). Due to
overlap between controls and patients with different
forms of polydipsia, the actual copeptin concentrations
during the water deprivation test showed limited diag-
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nostic performance. However, a ratio where the relative
copeptin increase during the test was divided with the
plasma sodium concentration at the end of the test was
able to separate central DI from primary polydipsia
with a sensitivity of 86% and specificity of 100%. Thus,
these findings suggest that copeptin measurement may
soon be included in the complex diagnostic algorithm
for diagnosing polydipsia.

Copeptin and early rule out of myocardial infarc-
tion

According to current guidelines, diagnosis of the
60-70% of patients with acute myocardial infarction
(AMI) without obvious electrocardiographic findings
relies on baseline plasma concentrations and the
dynamic response of the myocardial necrosis markers
troponin T or troponin I. These markers have low
diagnostic performance early after the onset of chest
pain due to a delayed cellular release after myocardial
damage. Patients presenting with chest pain must
therefore be observed for 6-9 hours before a potential

| 1]2012

AMI diagnosis can be excluded (6). Introduction of
high-sensitive troponin assays and lowering of the
troponin cut-off limit to the 99th percentile has further
complicated the diagnostic performance of troponin
measurement (7). This is partly due to a high preva-
lence of stable troponin elevations in older patients and
in patients with chronic conditions such as heart fai-
lure or kidney failure. Consequently, there is a need for
early markers that will perform independently of myo-
cardial necrosis to increase the spatial performance of
biochemical markers in patients with suspected AMI.

Vasopressin is released after AMI in both humans
(8) and in animal models. Vasopressin secretion in
AMI is not fully understood but may be triggered by
altered cardiac dynamics and a decrease in systemic
blood pressure. Also, vasopressin secretion may be
stimulated as a generalized response to life-threatening
disease along with ACTH and cortisone as part of the
rapid stress response. Experimental induction of AMI
in sheep has shown that vasopressin is released as early
as 40 minutes after occlusion of coronary arteries and
remains elevated for 12 hours (9).

Foto: Henrik Alfthan
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The first study on copeptin measurement in AMI
patients suggested that plasma copeptin concentrations
peak during the first day after admission and decreases
during the following days. In addition, copeptin concen-
trations were correlated to later death or development
of heart failure (10), a conclusion that has been confir-
med in later studies (11). This finding was followed by
a study that examined copeptin measurement in the
early diagnosis of AMI using blood samples from 487
consecutive patients admitted to the emergency room
(ER) with acute chest pain (12). This study showed that
copeptin concentrations in plasma peak 0-4 hours after
onset of symptoms, which is within the time span where
troponin concentrations are often inconclusive. In agre-
ement with previous observations, copeptin declined in
AMI patients during the first 12 hours while troponin
T concentrations increased. The fact that copeptin
concentrations were increased at times when troponin
T remained low resulted in a negative predictive power
0f 99% at presentation if troponin T and copeptin mea-
surement were used in combination. This finding has
been confirmed in the APACE study of 1386 patients
with suspected acute coronary syndrome. Copeptin
measurement improved the diagnostic performance
defined as AUC from receiver-operating curves from
0.77 for troponin T measurement alone to 0.91 with the
combination of copeptin and troponin T measurements
(13). Notably, these two studies employed conventional
troponin assays that are unable to measure down to the
99th percentile. High-sensitive troponin assays are able
to exclude AMI earlier and with higher negative pre-
dictive values compared to conventional troponin assays
(7) that could potentially preclude a need for copeptin
analysis. In agreement with this possibility, the added
benefit of copeptin was attenuated when the APACE
study were reanalyzed using a high-sensitive troponin I
assay. Another problem was that these studies included
AMI patients with diagnostic ECG changes (STEMI)
that usually are not subject to biomarker analysis.
Patients with STEMI have larger infarct volumes (14)
and this could potentially overestimate the diagnostic
performance of copeptin. Recently, one study showed
that copeptin concentrations below 14 pmol/L, early
after admission, add information to high-sensitive tro-
ponin T measurements with negative predictive values
approaching 99% also when STEMI patients were
excluded (15). This finding has also been confirmed
in a smaller study (16). The prevalence of AMI was
between 9% and 27% in these positive studies. In the

ROMICAT study, however, where the AMI prevalence
was 2%, copeptin measurement did not add diagnostic
power when combined with high-sensitive troponin
T (17). It is possible though, that the low prevalence
of AMI in this study and the fact that the first blood
sample was often taken over 4 hours after admission
impaired the diagnostic power of copeptin. The high
negative predictive value in the four positive studies
comes with a cost of impaired diagnostic accuracy with
positive predictive values often below 50%. This is likely
due to copeptin elevations being relatively common
among chest pain patients, also in the absence of AMI.
However, if the combination of negative copeptin and
negative troponin concentrations can safely exclude
AMI in 25-30% of the chest pain patients at admission
as indicated in some studies (13,15), copeptin will add
clinical value. In contrast to troponin, copeptin concen-
trations do not increase with age (18), which introduces
the possibility that copeptin measurement may be espe-
cially helpful to exclude AMI in older patient groups.
The most important question for future clinical trials
is now to verify that it is safe to exclude AMI based on
low copeptin concentrations in plasma.

Copeptin in heart failure
Heart failure is a common condition that affects almost
2% of the Western population. Although medical tre-
atment of heart failure has changed dramatically over
the last decades, there is still no significant improve-
ment in long-term survival, and the 5 year mortality
is still ~50%. With this in mind, there is a need for
tools that can identify patients at high risk of clini-
cal deterioration and death. Copeptin measurement
in heart failure may be such a tool, where otherwise
natriuretic peptide measurement has been suggested
for risk estimation. In a Scandinavian study on elderly
patients presenting with symptoms of heart failure,
increased copeptin concentrations alone or combined
with increased natriuretic peptides (NT-proBNP) were
strongly associated with increase of all-cause mortality
in a follow up period of 13 years (19). Notably, this
study included 470 elderly people (average patient
age of 73 years) in the primary setting, which is where
most heart failure patients are diagnosed, treated, and
followed. Other studies have shown similar prognostic
power of copeptin measurement in more selected heart
failure patient groups (20-22).

A particular use of copeptin measurement in heart
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Condition Copeptin levels | Copeptin levels | AUC for Reference
in patients with | in patients that | predicting
favorable out- died or with death or adverse
come (pmol/L) | adverse outcome | outcome
(pmol/L)
Acute Heart failure - (14 days) 24 (11-49) 135 (56-272) 0.80 (0.76-0.84) | 25
Chronic heart failure - (3.6 years) | 16.1 (1.7-143) 28.8 (1.1-111.9) | 0.72 (0.64-0.80) | 26
Myocardial infarction 7.2(0.3-523) 32(2.4-330) 0.79(0.73-0.86) 27
Ischemic stroke 8.2(4.5-14-5) 19.4(9.7-36-6) 0.73(0.67-0.78) 28
Intracerebral hemorrhage 11.9(3.2-19.8) 32.4(9.5-97.8) 0.88(0.75-1.0) 29
Traumatic brain injury N.AL N.AL 0.87(0.79-0.93) 30
Chronic obstructive pulmonary 9.6(5-21) 23.5(10.7-44) N.R.2 31
disease
Sepsis 59.1(8.45-386) | 144(46.5-504) 0.75(0.61-0.86) | 24
Pneumonia 12.4(4.9-22.6) 442(32.0-83.4) | 0.86(0.83-0.89) | 32
1 Not applicable. Copeptin measu- | Median value. Median value. 95% confidence interval in
red with method not comparable | Inter quartile Inter quartile parenthesis
with standard method. range in paren- range in paren-
2 Not reported. thesis thesis

Table 1. Copeptin concentrations in critical diseases.
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failure may be in connection with therapeutic vaso-
pressin inhibition in selected heart failure patients.
Selective vasopressin receptor (V2) blockers, the so-
called Vaptans, have been tested in heart failure treat-
ment with only limited effects (23). However, copeptin
measurement prior to Vaptan therapy may help iden-
tify patients where vasopressin receptor blockade will
be beneficial and also patients where the therapeutic
effects are contraindicated. For instance, high copep-
tin concentrations combined with low plasma sodium
concentrations seem to be a reasonable patient group
eligible for vasopressin receptor blockade, whereas
patients suffering from hypovolemia and hypona-
triemia should not receive such treatment. Clinical
trials are currently being conducted in this important
field, and copeptin measurement may turn out to be
a biochemical “gate keeper” for this potent treatment
regimen.

Copeptin pitfalls

A few potential pitfalls in clinical measurement seem
reasonable to briefly address here. First of all, water
intake acutely affects the copeptin concentration in

plasma (3). In fact, this feature is used in testing for
diabetes insipidus. But for standard plasma measu-
rement in for instance cardiac patients, there is no
standardisation concerning this frequent and phy-
siological event. While water intake may not grossly
affect the results in larger clinical studies, it may still
have a crucial impact on singular patients that are mis-
takenly identified as being at high-risk for morbidity
and death, while the increased copeptin concentration
only reflected water intake prior to blood sampling.
In AMI, the potential impact of water intake is less
severe, as it will not lead to missed diagnoses. It may
though blur the clinical interpretation, and some
discussion of water intake prior to blood sampling
should at least be considered. Second, patients with
severe bleedings may also display increased copeptin
concentrations, for which the underlying mechanism
has been elegantly demonstrated in monkeys (24).
This association to (presumably rapid) changes in
blood volume needs to be explored further in order
to identify possible thresholds for copeptin secretion.
Third, glucocorticoid treatment is known to attenuate
the copeptin response, a fact that could be important
if copeptin is implemented as a rapid rule-out test in
AMLI. Finally, the mechanism behind increased copep-
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tin plasma concentrations in cardiac disease needs to
be elucidated. While the current paradigm suggests
stress as the main trigger stimulus, it is still compelling
that the pituitary response is so rapid with respect to
chest pain. More data on other diseases that are defined
by acute chest pain urgently needs to be examined, i.e.
aortic dissection and infectious cardiac disease. Nota-
bly, these high-risk patients may be misinterpreted as
“non-cardiac” and rapidly referred to departments
with little or no experience for these severe conditions.
The consequences of such use could be disastrous.

Conclusion

Copeptin plasma measurement has emerged as a
promising surrogate marker of pituitary vasopressin
secretion. The most promising clinical application
so far is in cardiovascular medicine, where copep-
tin measurement may be used for rapid exclusion of
myocardial infarction in acute chest pain patients and
predicting prognosis in patients with heart failure.
As copeptin concentrations are elevated and provide
prognostic information in several life threatening
conditions (Table 1), we speculate that copeptin may
to some extent be used as “an endocrine CRP”, that
is providing useful information to the clinician when
extra care is relevant. We therefore suspect that copep-
tin may soon be included in the analytical repertoire
in Scandinavian laboratories.

Foto: Henrik Alfthan
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Dags att soka resebidrag fran Carl-Bertil

Laurells fond 2012

En speciell fond skapades 1984 efter den nord-
iska kongressen i Malmo for att hedra Carl-Bertil
Laurell. Fondens avsikt 4r att stodja yngre forskare
som arbetar vid nordiska laboratorier och ge dem
mojlighet att besoka andra lab for att dar lira sig
nya metoder

Ekonomiskt stdd kan sokas for resa och uppehille.
Medel ges diaremot inte till kongresser.

Resestipendier delas ut i samband med varje
nordisk kongress och nista tillfille ar dérfor vid
kongressen i Reykjavik 2012.

Ansokningen skall innehalla en kort beskrivning
av sokandes forskningsprojekt och vad som &r
malet med studieresan. Hogst fem sértryck skall
bifogas ansokan.

Sista ansokningsdag dr 1 april 2012.

Ansokningen skall skickas till ordféranden i orga-
nisationskommittén for den nordiska kongressen:

Ingunn Porsteinsdottir

Department of Clinical Biochemistry,
Landspitali

University Hospital Hringbraut
IS-101 Reykjavik

Island

Klinisk Biokemi i Norden

31



| 1]2012

Resestipendium fran Klinisk Biokemi i Norden
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pendium till kliniska
kemister med nyfi-
kenheten i behall
Senaste aret har sti-
pendier givits for tva
studieresor till USA
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har redogjort for sina
besok i detta och forra
numret av KBN.
Stipendiet 4r pa
hogst 50.000 DKK som
skall anvdndas under
2012 - 2013. Malet ar
att stirka den klinisk kemiska utvecklingen i Norden.
Resan kan g till ett annat land i Norden eller globalt
i varlden. Kravet ar att sokande jobbar pé lab i nagot
av de nordiska linderna.
Stipendiet kan tilldelas en eller flera sékanden och

skall anvindas till resa och uppehélle vid utldandskt
laboratorium for att:

Akutmottagningen, Hospital
Sao José, Lissabon. (Foto: Per
Simonsson)

o Lira nya tekniker

o Fortsitta forskningsprojekt vid nytt laboratorium
dér det finns specialkompetens

« Skapa kontakter med Centers of excellence i utlandet

« Resestipendier ges inte till kurser och kongresser.

Ansokningen skall innehalla:

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

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

3. en budget f6r uppehéllet

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

Ansokan skall skickas senast 1 juni 2012 till:
Per Simonsson

Klinisk kemi Skéne

Skanes Universitetssjukhuset

SE-205 02 Malmo, Sverige

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

Foto: Henrik Alfthan
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Lipoprotein(a): historik, klinik, maling

Pia R. Kamstrup, Klinisk Biokemisk Afdeling, Rigshospitalet, Kebenhavn.

pia.kamstrup@rh.regionh.dk

Interessen for lipoprotein(a) som
risikofaktor for iskemisk kar-
diovaskuler sygdom har veret
stigende gennem de seneste ar.
Lipoprotein(a) blev forst beskrevet
i 1963 af nordmanden Kare Berg i
publikationen "A New Serum Type
in Man - The Lp System”[1], hvor
Berg i en serie elegante forsog med kanin-deriverede
antistoffer rettet mod humane ”low-density lipopro-
tein” (LDL) kolesterolpartikler, demonstrerede at en
type lipoprotein benavnt lipoprotein(a) (Lp(a)) kunne
pavises hos nogle individer, men ikke hos andre, og at
tilstedevzerelsen af Lp(a) var arveligt betinget. Efterfol-
gende studier har siden redegjort for Lp(a)’s struktur,
underliggende genetik og relation til iskeemisk kardio-
vaskuler sygdom|[2,3].

Lp(a) bestar af en LDL-lignende kolesterolholdig parti-
kel kovalent bundet til et enkelt glykoproteinmolekyle,
apolipoprotein(a)[2]. Ved bestemmelse af LDL-koles-
terol medbestemmes Lp(a)- kolesterolbidraget, der
dog seedvanligvis udger <10 % af LDL-kolesterolet[4].
Apolipoprotein(a) har stor strukturel lighed med plas-
minogen og indeholder séledes et stort og varierende
antal plasminogen-lignende kringle IV-strukturer, en
plasminogen-lignende kringle V-struktur og en (inak-
tiv) proteaseregion[2]. Hver kringle-struktur udge-
res af 80 til 90 aminosyrer, hvor 3 disulfidbindinger
medforer en kringleformet tertieer proteinstruktur.
Apolipoprotein(a) forefindes i et stort antal isoformer
med forskellig storrelse betinget af det variende antal
kringle IV-strukturer, der igen er betinget af en stor-
relsespolymorfi i det apolipoprotein(a)-kodende LPA
gen[2]. Plasmakoncentrationen af Lp(a) er overvejende
genetisk bestemt af denne variation i LPA genet, da
antallet af sakaldte kringle IV type 2-repeats i genet
(2->40) betinger antallet af kringle IV-strukturer i
apolipoprotein(a), og da sterrelsen af apolipoprotein(a)-
komponenten korrelerer inverst med Lp(a)-plasma-
koncentrationen. Saledes forefindes store isoformer

seedvanligvis i lave koncentrationer, mens sma isoformer
forefindes i heje koncentrationer. Plasmakoncentra-
tionen af Lp(a) er relativt stabil gennem livet hos det
enkelte individ, mens den interindividuelle koncentra-
tionsvariation er stor, med op til en 1000-fold forskel
blandt raske[2]. Strukturen af Lp(a) indikerer, at Lp(a)
potentielt kan fremme sével udvikling af aterosklerose
via den kolesterolholdige LDL-lignende komponent,
som trombose via en antifibrinolytisk effekt af den
plasminogen-lignende komponent.

Tidlige case-control studier af Lp(a) som en risiko-
marker for iskeemisk kardiovaskulaer sygdom paviste
samstemmende en association mellem hgje niveauer
af Lp(a) og risiko for kardiovaskuler sygdom(2]. I
starten af 1990erne blev resultaterne fra de forste storre
prospektive (men med retrospektive Lp(a)-malinger)
studier publiceret[5,6]; her fandtes ingen association
mellem hgje niveauer af Lp(a) og risiko for iskeemisk
kardiovaskuleer sygdom. Disse initielle fund dem-
pede selvsagt entusiasmen for Lp(a) som en klinisk
brugbar marker og evt. kausal faktor for udvikling af
kardiovaskuleer sygdom. Efterfolgende har der veeret
rejst kritik af disse studiers brug af prever, der havde
veeret nedfrosset i arevis forud for maling, og sdet
tvivl om kvaliteten af de anvendte Lp(a)-assays[2,7].
Senere prospektive studier og metaanalyser har til
fulde demonstreret, at hoje niveauer af Lp(a) asso-
cierer med en oget risiko for udvikling af iskeemisk
kardiovaskuler sygdom[8-14]. Resultater fra Qster-
broundersegelsen (Copenhagen City Heart Study) har
fx vist at 10 % af den danske voksne befolkning har si
heje niveauer af Lp(a) i blodet at risikoen for blodprop
i hjertet, alene pa denne baggrund og uathaengigt af
Klassiske risikofaktorer, er 2-3 fold foreget i forhold til
den femtedel af befolkningen der har de laveste Lp(a)
niveauer[12,13]. Senest har genetisk epidemiologiske
studier af associationen mellem LPA gen-variation, der
betinger plasmakoncentrationen af Lp(a), og risikoen
for iskeemisk kardiovaskuleer sygdom pavist kausalitet,
dvs. pavist at Lp(a) er en direkte medvirkende arsag til
udvikling af iskeemisk kardiovaskuler sygdom[13,15].
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apolipoprotein(a)

Lipoprotein(a) bestir af en LDL-lignende
partikel bundet via en disulfid binding
til et apolipoprotein(a) molekyle. Den
LDL-lignende komponent udgores af en
central kerne af kolesterolester (CE) og
triglycerid (TG) omgivet af phospholi-
pider (PL), frit kolesterol (FC) og et
enkelt molekyle apolipoprotein B (apoB).
Apolipoprotein(a) bestdr af 10 forskellige
plasminogen-lignende kringle IV repeats
samt et enkelt plasminogen-lignende
kringle V repeat og en (inaktiv) protease
region (P). Kringle IV type 2 repeatet
forekommer mellem 2 og >40 gange
afheengigt af apolipoprotein(a) isoformen.
Modificeret fra Koschinsky og Marcovina
(Curr Opin Lipidol 2004;15:167-174).

Denne konklusion understettes af resultater fra in vitro-
og dyreforsag, der har pavist savel aterosklerose- som
trombose-fremmende effekter af Lp(a)[16,17]. Fortsat
mangler dog evidens for kausalitet fra randomiserede
Kkliniske studier af effekten af selektivt at seenke Lp(a)
niveauet pd forekomsten af iskeemisk kardiovaskuleer
sygdom.

Brug af Lp(a)-malinger i klinikken

Bestemmelse af Lp(a)-plasmakoncentrationen indgar
i dag ikke i den rutinemsessige vurdering (vha. f.eks.
SCORE[18] eller ATP-III[19]) af individets risiko for
udvikling af fremtidig iskeemisk kardiovaskuler syg-
dom. En nylig konsensusrapport fra det europeiske
aterosklerose-selskab (EAS) anbefaler dog - pa basis
af den foreliggende evidens - udbredt brug af Lp(a)
malinger hos individer med eget risiko for udvikling af
iskeemisk kardiovaskuleer sygdom[20]. Specifikt anbefa-
les bestemmelse af Lp(a) niveauet (1 méling) hos indi-
vider med oget risiko for sygdom og min. 1 af flg.fund:

« manifest preematur kardiovaskuler sygdom

o familieer hyperkolesterolemi

o familieer disposition til preematur kardiovaskuler
sygdom og/el. familieert forhejet Lp(a)- niveau

« symptomgivende kardiovaskuler sygdom trods sta-
tin-behandling

o 23 % 10 ars risiko for fatal kardiovaskuleer sygdom
iflg. europeeiske guidelines (SCORE)[18]

o 210 % 10 ars risiko for koronar hjertesygdom iflg. US
guidelines (ATP-IIT)[19]

Safremt der konstateres forhgjet Lp(a)-niveau anbe-
fales Lp(a)-seenkende behandling primeert i form af
nikotinsyrepreparater, der har en gunstig effekt pa
hele lipidprofilen og senker Lp(a)-niveauet med op
til 30-40 %[20]. Behandlingsmalet er et Lp(a)- niveau
pa <80 % fraktilen af Lp(a) koncentrationsfordelingen
i befolkningen svarende til <50 mg/dl (athaengigt af
anvendt Lp(a)-assay).

Mailing

Korrekt bestemmelse af Lp(a)-plasmakoncentratio-
nen ved immunkemiske metoder er notorisk vanske-
lig[4,21-25], og metodologiske problemer har uden
tvivl medvirket til den manglende implementering
af Lp(a)-malinger i Kklinisk praksis. Bestemmelse af
Lp(a)-plasmakoncentrationen vanskeliggores af det
store antal apolipoprotein(a)-isoformer, som assayet’s
antistoffer nodvendigvis ma rettes mod, safremt almin-
delige LDL-Kkolesterolpartikler ikke skal medbestemmes.
Apolipoprotein(a)-isoformerne varierer i storrelse fra
ca. 300 til 800 kDa betinget af det staerkt varierende
antal kringle IV-strukturer i proteinet[2]. En forud-
seetning for en nejagtig immunkemisk méling er at de
anvendte antistoffer har samme grad af immunreakti-
vitet per Lp(a)-partikel for kalibratoren som for ana-
lytten[24]. Safremt et Lp(a)-assay’s antistoffer er rettet
mod den variable del af apolipoprotein(a)-proteinet er
denne forudsetning ofte ikke opfyldt, og koncentra-
tionen af store isoformer (dvs. sterre end kalibratoren)
kan overvurderes, mens koncentrationen af sma iso-

(Fortscetter side 36)
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former (dvs. mindre end kalibratoren) undervurde-
res[4,24]. I epidemiologiske studier kan anvendelsen
af et apolipoprotein(a) isoform-afhaengigt assay, i kom-
bination med det forhold at plasmakoncentrationen af
Lp(a) er omvendt korreleret med isoformsterrelsen af
apolipoprotein(a), fore til en underestimering af den
kardiovaskulaere risiko forbundet med forhgjede Lp(a)-
niveauer|3,24,25].

Der har gennem tiden veret nedsat flere inter-
nationale arbejdsgrupper med det formal at lgse de
metodologiske problemer knyttet til bestemmelse af
Lp(a)-plasmakoncentrationen [21,24]. En arbejds-
gruppe under IFCC har undersggt performance af et
stort antal (hovedparten kommercielt tilgeengelige)
immunkemiske Lp(a)-assays (herunder ELISA-, RIA-,
immunturbidimetriske- og nephelometriske-assays) og
konkluderet at >50 % af de undersogte assays manglede
adeekvat linearitet eller precision, og at den manglende
standardisering af disse assays derudover vanskelig-
gjorde sammenlignelighed af Lp(a)-malingerne[21].
Arbejdsgruppen definerede efterfolgende en reference
ELISA Lp(a)-mélemetode, hvor der benyttes et mono-
klonalt antistof rettet mod en ikke-variabel del af
apolipoprotein(a)[23]. Derudover blev der produceret
et primert referencemateriale samt et serum-baseret
sekundeert referencemateriale (SRM-2B) der har opnéet
WHO-godkendelse[25]. Ved opfelgende studier af 22
forskellige Lp(a)-assays standardiseret ved brug af det
sekundeere referencemateriale fandtes kun god korrela-
tion mellem forventede og observerede resultater hos
et enkelt immunturbidimetrisk assay, der var relativt
upavirkeligt af isoform-sterrelsen af apolipoprotein(a)
[23,24]. Saledes er det kun muligt at opna korrekte og
standardiserede Lp(a)-mélinger ved brug af assays, der
ikke er naevneverdigt pavirkelige af apolipoprotein(a)-
storrelsesvariationen.

Generelt anbefales anvendelse af friske blodprever
ved bestemmelse af plasma Lp(a)-koncentrationen,
omend kortere tids nedfrysning ikke er vist at pavirke
maleresultatet. Derimod er der tidligere demonstreret
en apolipoprotein(a) isoform-athengig nedbrydning
af Lp(a) ved leengere tids preveopbevaring ved -80 °C,
med preferentiel nedbrydning af sma isoformer|[7].
Givet den inverse korrelation mellem isoformsterrelse
og plasma Lp(a)-koncentrationen, kan dette igen med-
fore en underestimering af den kardiovaskulere risiko
forbundet med forhgjede Lp(a)-niveauer i studier, der
anvender prover nedfrosset i drevis forud for méling|[7].

| 1]2012

Konklusion

Lp(a) anses i stigende grad for at veere en betydende
og kausal risikofaktor for iskeemisk kardiovaskuleer
sygdom og dermed et mal for forebyggende behand-
ling. En nylig konsensusrapport fra det europeiske
aterosklerose-selskab anbefaler oget brug af Lp(a)-
malinger i klinikken[20]. En forudsetning for anven-
delse af Lp(a)-malinger i savel klinik som forskning er
brug af pélidelige assays. Klinikere og forskere, som
anvender Lp(a)-malinger, ber derfor sikre sig at der
benyttes velkarakteriserede Lp(a)-assays, hvor der fore-
ligger dokumentation for, at mélingerne ikke pavirkes
af apolipoprotein(a)-isoformsterrelsen. Derudover ber
der vaelges et assay, der er kalibreret med sporbarhed til
det WHO-godkendte referencemateriale SRM-2B, séle-
des at ssmmenlignelighed af Lp(a)-mélinger fremover
sikres — en forudsetning for at definere internationalt
geldende (under hensyntagen til etnicitet) kliniske
beslutningsgraenser.
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LCMS-analys av glykosylerat protein med CDG

som fragestillning

Per Bengtson
Labmedicin Skane, Klinisk Kemi, Lund
per.bengtson@med.lu.se

Liquid chromatography mass spectrometry (LCMS)
har pa allvar etablerat sig som en viktig plattform pa
kliniska rutinlaboratorier. LCMS har inom klinisk
kemi i Sverige traditionellt anvints for analys av sma
endogena och exogena molekyler som hormoner,
ldkemedel och droger. Nésta utvecklingsfas inom
klinisk kemi innehaller troligen fler LCMS-analyser
av storre molekyler (som proteiner). Denna artikel
kommer att fors6ka belysa LCMS-analys av transfer-
rin, med glykosylering som exempel pé posttransla-
tionell modifikation.

Mayo
I borjan av februari akte jag till Mayokliniken, Roches-
ter, MN, USA pa studiebesok for att studera deras
LCMS-uppstillningar i allménhet och deras trans-
ferrinanalys i synnerhet. Mayokliniken 4r en drygt
hundra &r gammal klinik med huvudsite i Rochester.
Kliniken har specialiserat sig p svira och sillsynta
behandlingar varfér majoriteten av patienterna &r
influgna langvéga ifran. Laboratoriet, Mayo Medical
Laboratories, som ligger i anslutning till kliniken, &r
enormt, flera ganger Lunds huvudblock, med bara
laboratorier. For er som inte har Lunds huvudblock
farskt i minnet kan kanske dessa siffror ge en battre
uppfattning om storleken; antalet anstillda pa labora-
toriet dr 3600 varav ca 200 dr lakare och metodutveck-
lande kemister. Det ér referenslaboratorium at néstan
4000 sjukhus och tar emot prover fran 130 linder.
Laboratoriet utfér framforallt specialanalyser, varfor
antalet tester/ar inte 4r hdpnadsvickande (ca 20 mil-
joner), men vil testkatalogens diversitet (ca 3000 olika
tester, varav 150 ar tillagda senaste dret).
Mayokliniken har en véldigt generés instéllning
vad det giller utbyten och samarbeten och jag fick vid
ett flertal tillfillen ndmnt f6r mig att samarbetsvilja

En del av Mayo Medical Laboratories.

var viktigt och for patientens bésta. Som kuriosa kan
jag ocksd ndmna att Mayokliniken, for attonde aret
i rad, kom med pa Forbes lista 6ver USAs 100 bésta
arbetsplatser.

CDG

CDG star for “congenital disorders of glycosylation”
och ér ett samlingsnamn for sjukdomar som beror pa
defekter i glykosyleringsprocessen. Under de senaste
aren har en éndring av nomenklaturen for CDG skett
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S ST
Artikelforfattaren framfor byggnaden dir de utférde CDG-
analysen.

samtidigt som begreppet inte lingre bara inkluderar
defekter i N-glykosylering av proteiner utan dven
O-glykosylering, lipid-glykosylering och GPI-ankar-
glykosylering samt andra defekter som péaverkar gly-
kosyleringen generellt (1).

Vid N-glykosylering binder glykanen via aspargin
och vid O-glykosylering binds glykanen in via serin
eller treonin. Fér ndrvarande finns det 45 beskrivna
CDG-subtyper att jamféras med tolv stycken for sju
ar sedan (2). Antalet gener som i teorin skulle kunna
orsaka CDG ar dock klart 6ver hundra, varfor en
lavinartad 6kning av antalet kinda CDG-subtyper ar
att vanta inom de nirmaste aren.

Den hittills vanligaste CDG-subtypen dr PMM2-
CDG (fd CDG-Ia) som beror pd mutationer i genen
for fosfomannomutas (PMM2). Dess prevalens ar upp-
skattad till 1:20000 f6dda, men precis som for andra
CDG-typer ar morkertalet troligen stort (3,4). Fram
tills for ett par ar sedan var antalet kinda CDG patien-
ter mycket lagt, men med de nya analysmetoderna och
6kad kunskap pa klinikerna 6kar nu antalet markant.
Mayo-kliniken far numera in ca 300-400 prover i
veckan frdn hela USA med CDG som fragestillning.
Trots att informationen ut till klinikerna fortfarande
haltar ser doktor Kimiyo Raymond, CDG-ansvarig
pa Mayokliniken, en stadig okning av efterfragan
allteftersom klinikerna blir varse om bade diagnosen
och analysen. Bara pa de tva senaste aren ser det ut
som om antalet kinda CDG-fall i USA med defekter i
N-glykosyleringen har fordubblats, detta mycket tack
vare Kimiyos arbete. For kliniker 4r oftast CDG en
svarstilld diagnos eftersom symptomen for de olika
CDG-typerna varierar och spanner 6ver ett brett

Docent Erik Eklund och doktor Kimiyo Raymond.

omrade (5). Det dr salunda viktigt, bade ur ett kliniskt
perspektiv och ett forskningsperspektiv, att utveckla
och implementera analyser av glykokonjugat.

Transferrin som reporter

Transferrin ar for klinisk kemi ett vélbekant jarnbin-
dande serumprotein, med en normalvikt av 79,6 kDa.
Transferrin r oftast N-glykosylerat endast pé tva posi-
tioner och har dérfor visat sig vara en lamplig markor
for defekter i N-glykosyleringen. Ett flertal isoformer
kan detekteras i normalt blod dir isoformen med
tvd kompletta biantenndra N-glykaner ar den i klar
majoritet (figur 1).

Vid hogt langvarigt alkoholintag stérs glykosyle-
ringen av manga serumproteiner déiribland transfe-
rrin (6). Isoformerna av transferrin som saknar en
eller bada N-glykanerna 6kar nagot relativt de andra.
Detta utnyttjas i CDT-analys (carbohydrate deficient
transferrin) vid misstanke om alkoholism dir man
miter ration mellan isoformer. I figur 2 visas ett nega-
tivt prov och ett positivt prov for CDT analyserat pa
LCMS. Notera hur monoglykosylerat transferrin 6kar
i relation till diglykosylerat.

Vad skiljer d4 ett positivt CDT-prov fran prover frén

(Fortscetter side 40)
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CDG-patienter med defekter i N-glykosyleringen? Ana-
lys av serum frin PMM2-CDG-patienter resulterar i
detektion av samma isoformer som vid CDT, men med
mycket storre ration (figur 2). Mono- och ickeglykosy-

Isoform utan
glykosylering,
nettoladdning 0

|Isoform med endast en
komplett biantennér N-
glykan, nettoladdning -
2

|Isoform med tva
kompletta biantenndra
N-glykaner sanér som
pa en sialinsyra,
nettoladdning -3

Isoform med tva
kompletta biantennara
N-glykaner,
nettoladdning -4

Isoform med en
komplett biantennar N-
glykan och en i
fukosylerad triantennar
form, nettoladdning -5

Isoform med tva
kompletta triantennéra
N-glykaner,
nettoladdning -6

e |

Figur 1. Normala vanligt
forekommande isoformer av
transferrin. Isoformen med
tva kompletta biantenndira
N-glykaner dr klart van-
ligast.

O Galaktos

@ Mannos

B N-acetyl-glukosamin
% N-acetyl-neuraminsyra
A Fukos
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lerat transferrin kan till och med vara sa hoga som 1:1
mot normalglykosylerat transferrin.

PMM2-CDG tillhér en grupp CDG-typer som alla
har enzymdefekter tidigt i N-glykosyleringen (sk typ 1
d.v.s. processning av oligosackariden fram t.o.m. den
overfors till proteinet) varfor avvikelsen i glykosyle-
ringen pa transferrin blir en “allt eller inget™-effekt,
d.v.s. hela N-glykaner saknas. Fullstindig franvaro av
N-glykosylering ér letal, varfor alla ’"CDG-mutationer”
avtyp 1 dr hypomorfa, d.v.s. ger endast partiella bortfall.

CDG-typer, dar defekten ligger senare i N-glyko-
syleringsprocessen (sk typ 2, d.v.s. processning av den
proteinbundna oligosackariden), far ett mer komplext
glykosyleringsménster av enskilda trunkeringar och
variationer av N-glykanerna men sillan franvaro av
hela glykaner (figur 3).

Foljaktligen blir monstret pa LCMS-resultaten fran
dessa patienter helt annorlunda jamfért med CDG
typ 1 och CDT-positiva prover (figur 2). Det ar hér
en av de stora fordelarna med MS framfér HPLC och
IEF-analys av transferrin blir extra tydlig. MS ger som
bekant resultatet i form av massa, HPLC och IEF base-
rar sin separation och dirmed sitt resultat pd laddning.
Det ar den negativt laddade N-acetyl-neuraminsyran
(sialinsyra) som ger separation i HPLC och IEF (figur
1). Dessa tva metoder ger en haltande bild av sa pass
komplexa glykosyleringsmonster som majoriteten av
CDG-typerna ger. Eftersom MS-metoder ger informa-
tion om de olika strukturerna via deras masstal ges
onskvird separation dven for CDG typ 2. Jamfér man
strukturerna i figur 1 med de i figur 3 blir svarigheterna
med laddningsbaserade separationsmetoder férhopp-
ningsvis uppenbara. Vart att notera 4r dock att denna
LCMS-metod fortfarande endast ar till for screening av
patienter med misstinkt CDG. For konfirmering krévs
enzymatiska och/eller genetiska analyser.

Vid anvandandet av transferrin som reporterprotein
for N-glykosylering kan bla. galaktosemi, nedarvd
fruktosintolerans samt mutationer av glykosyleringspo-
sitionerna i transferringenen ge falskt positiva svar (7).
A andra sidan, vid kinnedom om galaktosemi och ned-
arvd fruktosintolerans kan analys av transferrins glyko-
sylering anvindas for att monitorera behandling (8).

LCMS-analys av intakta proteiner

LCMS-analys har anvénts for att studera CDG av olika
typer i ungefir tvad decennier (9). For screening av
defekter i N-glykosylering har LCMS-instrument (ESI-

(Fortseetter side 43)
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Figur 2. MS-data
frdn negativt och
positivt CDT-prov
samt prover frin
patienter positiva for
CDG. Férhdllandet
mellan de inringade
strukturerna dr det
som anvinds vid
bestimning av CDT
och CDG pid LCMS.
Notera att CDG pro-
verna bara dr exem-
pel. Det finns stora
skillnader mellan
olika CDG-typer i
hur analysresultaten
ser ut.
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A Fukos

© Galaktos

@ Mannos

B N-acetyl-glukosamin
+ N-acetyl-neuraminsyra

Figur 3. Exempel pd N-glykaner frin trans-
ferrin funna i CDG typ II patienter.

(Fortsat fra side 40)

MS) etablerat sig som ett bra alternativ (10). En liten
underavdelning pa Mayo Medical Laboratories heter
Department of Laboratory Medicine and Pathology,
och har hand om CDG-analysen. De har sexton LCMS
instrument for rutinanalyser och tva for metodutveck-
ling. Tva av LCMS-instrumenten for rutinprover ar
kopplade till varsitt Cohesive HPLC-system (11), vilket
fungerar som 4-8 parallella HPLC-system kopplade till
en MS. Varje sadant instrument kan kéra ca 300 000
prover/ar. Tekniken fér CDG-analys som jag fick ta del
av dr ny for oss pa klinisk kemi i Lund, men har fun-
nits i drift p& Mayokliniken sedan borjan av 2000-talet.
Mayokliniken anvinder sig av affinitetskromatografi
fére LCMS (12). Allt 4r kopplat i samma system och
sker “on-line”, med minimal provupparbetning och
korta analystider.

Systemet anvinds for att semikvantitativt méta
isoformerna av transferrin. Spatt serum appliceras
pé affinitetskolonnen och kolonnen tvittas. Darefter
elueras transferrinet fran antikropparna i affinitetsko-
lonnen med en sur buffert och koncentreras pé en kort
analyskolonn. Sedan foljer ett tvittsteg for att avldgsna
bland annat fosfater som ddmpar och stor signalerna
i masspektrometern. Transferrinet elueras senare ut
fran analyskolonnen in till masspektrometern med en
enkel gradient. Metoden ger en analystid pa 6,5 min
fran injektion av spatt serum till svar.

Hela molekylen analyseras i masspektrometern

d.v.s. introducerade molekyler fragmenteras inte. Frag-
mentering 4r mycket anvindbart nir tvad molekyler
med snarlik molekylvikt ska skiljas at. Vid fragmen-
tering fragmenteras molekyler fran olika substanser
oftast olika och kan péd sa sitt separeras. Nar det
giller transferrin 4r skillnaden mellan isoformerna
i storleksordningen kDa. Dessutom &r provet p.g.a.
affinitetsuppreningen mycket rent. Fragmentering ar
séledes onodig.

Masspektrometern justeras att skanna lampligt
massomrade, i vért fall 2000-3000 Da. Hur gar 2000-
3000 ihop med transferrins massa pa ca 79600 Da?
Masspektrometrar fungerar enkelt beskrivet som ett
eller flera massfilter framf6r en kinslig men promis-
kuos detektor. Dessa massfilter baseras pa bade massa
och laddning. Tva partiklar i vakuum med samma
“massa-till-laddnings”-férhallande ror sig i samma
bana nir de utsitts for samma elektromagnetiska falt.
Masspektrometerns utsignal ges alltsa som massa dver
laddning, m/z. Oftast beror antalet laddningar i en
molekyl pa antalet protonerings- och deprotonerings-
stillen. Exempelvis ger en molekyl med laddningen
plus ett, ett resultat med sin faktiska massa plus ett
(protonvikten adderas). Transferrin har manga fler
laddningar per molekyl och dess m/z ratio blir sale-
des lagre an molekylvikten. Dessutom protoneras ett
protein inte homogent, olika molekyler av samma
protein protoneras olika mycket i det ordnade kaos

(Fortscetter side 45)
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Figur 4. Exempel pd resultat fore och efter dekonvolution.
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som rader i joniseringskallan. Resultatet for proteiner
blir en m/z-distribution som kan komma att beh6va
dekonvoleras d.v.s. signalen fran ett proteins olika m/z-
ratios adderas till en gemensam signal och massan kan
avldsas, figur 4.

Labmedicin Skéne, klinisk kemi, Lund har satt upp
ovan beskrivna analys av glykosyleringen pé transfer-
rin. Insamling av patientmaterial samt klinisk utvir-
dering hanteras av docent Erik Eklund pa barn- och
ungdomsmedicinska kliniken, Skanes universitetssjuk-
hus. Han har forskat kring CDG sedan 2003 och driver
fortsatt bade klinisk och forskningsmassig verksamhet
kring syndromen.

Ett stort tack till Klinisk Biokemi i Norden, Docent
Erik Eklund, Doktor Kimiyo Raymond samt Coleman
Turgeon.
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Hur fungerar NORIPs referensintervall for calcium

mot vara patientresultat?

Peter Ridefelt, John Axelsson, Anders Larsson

Avdelningen for klinisk kemi, Akademiska sjukhuset, Uppsala

Provtagningen i samband med det nordiska referen-
sintervallsprojektet (NORIP) var nog sa optimal som
man praktiskt kan gora den. Man hade vilmotive-
rade forsokspersoner som kom fastande, och man
tog proverna pa morgonen utan nagon stas efter att
forsokspersonerna suttit ner och vilat fére provtag-
ningen. Den enda invindningen skulle kunna vara
att provtagningen var for bra om vi jamfér med den
kliniska vardagen.

Manga av vara patienter har virk, ar oroliga eller
sover daligt. Sjukhusmiljén 4r ovan, och séngarna
kanske inte i forsta hand byggda for bekvimlighet. Vi
kan darfor forvinta oss att en stor del av patienterna
har haft stérd nattsomn fore provtagningstillfillet.
Manga patienter har dessutom déliga blodkrl, och
det kan vara svart att helt undvika stas. Patienterna
kommer till mottagningar under hela dagen vilket gor
att manga prover inte tas som fastande morgonprov.
Viloperioden fére provtagning varierar i den kliniska
vardagen och ofta kan den bli kortare dn 15 minuter
vilket medfor att patienternas vitskeredistribution
inte 4r i steady-state. Provtagningsbetingelserna for
en patient med brostsmértor pa akutmottagningen 4r
vitt skilda fran de betingelser som anvindes i NORIP.
Provtagningen pd vissa patienter dr sikert lika bra
som i NORIP men for andra patienter kan den vara
betydligt sdmre.

Ett exempel dar provtagningsbetingelserna san-
nolikt har betydelse ar calcium. Pa 1990-talet hade vi

ett referensintervall pa 2,20-2,60 mmol/L i likhet med
6vriga laboratorier i Sverige. Det dr oklart varifran
det referensintervallet kom, men det var inarbetat
och fungerade som sanning i Sverige. Problemet upp-
stod ndr NORIP visade att referensintervallet var for
hogt. Det kalkylerade referensintervallet for calcium
i NORIP blev 2,17-2,51 mmol/L (1). Dock antog de
flesta svenska laboratorier det mer avrundade inter-
vallet 2,15 — 2,50 nir NORIP infordes (2). Denna
nivéskillnad ledde till en hel del diskussioner, bland
annat om det skulle kunna bero pa en skillnad i prov-
tagningsbetingelser. Stas 6kar proteinkoncentrationen
i plasma och nér vi testat paverkan av kraftig stas pa
friska frivilliga sa fick vi en stegring som i medeltal
var ca 0,2 mmol/L. Stas kan darfor bidra till férhojda
calciumvérden.

En annan mojlig forklaring till nivéskillnader &r prov-
tagningstiden i de fall analyten uppvisar en dygnsvaria-
tion. I NORIP togs 80% av proverna fore kl 10:00 (3).
Med tanke pd provtagningstiden kan man misstanka
att det var en relativt kort tid mellan uppvaknande och
provtagning. Vi har nyligen studerat dygnsvariationen
for calcium hos en grupp om sju friska man ddr man
tog blodprov varje timme under ett dygn, dels i sam-
band med normal nattsémn och dels i samband med
att individerna sov under dagen for att efterlikna skift-
arbete (4). Forsokspersonerna fick ocksa en kost som
var standardiserad bade med avseende pa innehall och
tidpunkt. Blodproverna togs via ett venflon med slang
och den som tog proverna befann sig i ett intilliggande
rum for att inte stora forsdkspersonens somn.

Resultat

En utsokning gjordes ur vart LIS (Flexlab) efter P-calci-
umanalyser (Abbott Architect ci8200; Roche kresolfta-
lein-reagens; Roche cfas kalibrator) tagna pa patienter
18 ar och dldre efter att NORIP inférdes. Utsokningen
omfattade perioden 1 nov 2005 till 22 oktober 2011,
och genererade 302 478 resultat (Figur 1). Proverna
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Fig 1. Fordelning av P-calciumresultat
frdn LIS-utsokning av prover under
perioden nov 2005 - okt 2011. Inlagd

ruta motsvarar calciums referensintervall

2,15-2,50 mmol/L for vuxna.

Fig 2. Fordelning av provtagningstid
under dygnet for P-calcium
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kommer huvudsakligen frin Akademiska sjukhuset
och Enkoépings lasarett, samt priméirvérden i Uppsala
lin. Medianvirdet for calcium blev 2,310, och medel-
vérdet 2,328 mmol/L. Detta kan jimforas med mitten
pa NORIPs calcium-intervall; 2,325 mmol/L.

Prover for calcium tas hela dygnet, dock med en
stark overvikt for morgon och formiddag (Figur 2).
Calcium uppvisar ocksd en dygnsvariation (Figur 3).
Med normal (natt) sémn fick man en dal i calcium-
virden kring 08.00 med en snabb 6kning under de
nirmaste timmarna efterat. Lagsta punkten var ca en

timme efter att forsokspersonerna vaknat. For perso-
ner med stord nattsomn (sov pa dagen) s& var dalen
i calciumvérden runt uppvaknandet men den var inte
lika uttalad. Ingen tydlig paverkan av mat sags upp till
fyra timmar efter fodointag.

Diskussion
NORIPs referensintervall for calcium pa 2,15-2,50
mmol/L har en mycket stark dokumentation bakom sig,

(Fortscetter side 48)

Klinisk Biokemi i Norden

47



| 1]2012

Fig 3. Calcium-virden vid
Calcium provtagning under 24 h pa 7
™ st friska forsokspersoner med
= normal nattsomn eller sémn
| under dagtid.
o
[+']
=
- A
E ni
E
“1 = E ¢ Day sleep b
ol ® | Nightsleep | = L] "
A | T T T T T T T T
21 00 03 06 09 12 15 18 21
Time of Day
| —— Night sleep (23-07h) Day sleep (07-15h)
] Meal (N-sleep cond) Meal (D-sleep cond)
Diumal pattern (MN-sleep) Diurnal pattern (D-sleep) |
(Fortsat fra side 47)

och forefaller fungera vil mot var patientpopulation.
Diremot kan det pa patientnivé troligen finnas skl
att en del latt forhojda calciumvirden forst foranleder
fornyad provtagning innan en storre utredning initie-
ras, t ex vid misstanke om primar hyperparatyreoidism.

Stas vid provtagning kan vara en faktor som ger for-
hojda calciumhalter. I vardagsjukvérden tas huvuddelen
av de patientprover som skickas till vart laboratorium
pé morgon och férmiddag, vilket sammanfaller med
tidpunkterna nér de flesta av proverna pé forsoksperso-
nerna i NORIP togs, vilket kan vara en delférklaring till
den goda 6verrensstimmelsen mellan NORIP och vara
patientresultat. Dock tas calciumprover dven under
6vriga delar av dygnet. S& vitt vi kdnner till s ar det
inga laboratorier som har nagra tidsrestriktioner vad
giller calcium. I vér studie pa friska forsokspersoner
fanns en dygnsvariation, och den maximala skillnaden
mellan lagsta och hogsta calciumvérden under dygnet
var ca 0,1 mmol/L. Skillnaden kl 08.00 efter nattsémn
respektive dagsémn var ocksa ca 0,1 mmol/L. Skall man
tillata provtagning under hela dygnet s bor man ta
med dygnsvariationen da man tolkar provresultat eller
bestimmer medicinska beslutsgrinser, och acceptera
hogre virden under andra tider pa dygnet 4n morgo-
nen. Det 4r ocksd mojligt att en del av véra patienter
har stord nattsomn, vilket ocksd skulle motivera en

nagot hogre beslutsgrins. Sett till paverkan av stas,
dygnsvariation och stérd nattsomn kan en medicinsk
beslutsgrans nagot hogre dn 2,50 mmol/L vara rimlig.
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Klinisk anvindning av serum Anti-Miillerskt Hormon (AMH):
Fran reproduktion till granulosacelltumdorer

Anniina Farkkild och Mikko Anttonen

Institutionen for Obstetrik och Gynekologi, och Barnsjukhuset
Helsingfors Universitet och Helsingfors Universitetscentralsjukhus

Anti-Miillerskt hormon (AMH), dven kind som Miil-
lerska haimmande substansen eller faktorn (Miillerian
Inhibiting Substance/Factor MIS/MIF) ir ett 140 kD
dimert glykoprotein som tillhor den stora TGF- till-
vixtfaktorfamiljen. AMH &r kind for sin roll i sexu-
ell differentiering; hormonet féranleder embryonal
regression av de Miillerska gangarna, foregangare till

livmoder, dggledare och 6vre vagina (1). AMH utévar
sin biologiska effekt genom en transmembrands serin
/ treoninkinas typ II receptor som dr sarskilt uttryckt
i konskortlarna och i mesenkymala celler intill
Miillerska géngarna. Hos de manliga producerar
Sertolicellerna AMH under fosterutvecklingen och
testiklarna fortsitter syntesen under hela livet vilket
isin tur reglerar Leydigcellernas steroidogenes (2).

Hos kvinnor reglerar AMH producerat av granulo-
sacellerna follikelutveckling genom att hdmma den
forsta rekryteringen av primordiala folliklar samt de
sma antrala folliklarnas kénslighet for FSH (3) (Figur
1). AMH:s funktion i den vuxna aggstocken ar auto-

(Fortscetter side 52)

o 0-Q-

Primardial Liten Stor Antral
follikel preantral preantral 2-7 mm
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Dominant follikel

Figur 1. AMH:s roll i den postnatala dggstocken. Oocyterna visas i rott, granulosacellager i brunt och follikelvétskan i vitt.
AMH produceras framst fran de sma antrala folliklarna, den priméra kéllan for AMH i serum (blé pilar). AMH hdmmar
(r6da linjer) den inledande rekryteringen och cykliska rekryteringen (grén pil).

Modifierad frin Broekmans et al. i Trends in Endocrinology and Metabolism (8)
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krin och parakrin, men frisattningen av AMH fran
granulosaceller leder till mitbara serumnivaer som
ar proportionella till antalet folliklar som mognar i
aggstockarna.

I de fetala och postnatala dggstockarna ar AMH-
nivderna nistan omdtbara, men vid puberteten sti-
ger AMH:s serumkoncentrationer markant och nar
nivaer som liknar de hos manliga. Hos kvinnan forblir
AMH-nivaerna i serum stabila under menstruations-
cykeln (4) och dven under olika influenser av exogena
hormoner (preventivmedel, FSH, GnRH-a), samt

Tabell 1. Kliniska och histologiska detaljer hos 106 granulo-
sacelltumorer av vuxentyp
(modifierad fran Firkkild et al (1)).

Medelalder, ar (range) ?11 :97)
MP status Pre MP 46 (43%)
Post MP 60 (57%)
Stage Stage I 91 (88%)
JE 64 (70%)
Ib 1(1%)
Ic 26 (29%)
Stage II 8 (8%)
Stage III 4 (4%)
Tumorstorlek <10cm 60 (58%)
>10cm 44 (42%)
Tumér subtyp Differentierad 69 (65%)
Sarcomatoid 37 (35%)
Nuclear atypia Hog 25 (24%)
Lig 81 (76%)
Mitotiskt index Hog 30 (28%)
Lig 76 (72%)
Aterfall Ja 74 (70%)
Nej 32 (30%)
Mean time to 1.st 8.3
recurrence (range) (2.6-18.3)
Mean follow up 13.7
time, years (range) (0.1-37.8)

Farkkila A, Anttonen M, Pociuviene J et al. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) and its receptor VEGFR-2
are highly expressed in ovarian granulosa cell tumors. Eur |
Endocrinol 2011;164:115-122.
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under graviditeten. Med aldern avtar AMH-koncen-
trationerna gradvis och sjunker till omitbara nivéer i
klimakteriet (5).

Den senaste tidens utveckling av mycket kinsliga,
standardiserade ELISA-metoder for att kvantitera
AMH i serum har vickt intresse for kliniska tillamp-
ningar (4).

Serum AMH i dggstocksrubbningar

Pa grund av expression av AMH i de smé antrala follik-
larna korrelerar AMH-nivén i serum med antalet ova-
riefolliklar och verkar aterspegla dggstocksfollikelpoo-
lens bade antal och kvalitet (6). Serum AMH nivéerna
foregar andra hormonella markoérer f6r klimakteriet
(3), och har visat sig kunna faststéilla omfattningen av
aggstockarnas skador orsakade av kemoterapi, kirurgi
och till och med endometrios (7). Serum AMH ar dar-
for en unik markor for utvirderingen av dggstockarnas
funktion, framforallt med tanke pa den reproduktiva
kapaciteten (6versikt i (8)).

I polycystiskt ovariesyndrom (PCOS) édr serum
AMH 2-3 falt férh6jda (9) och minskar under met-
formin-behandling (10). AMH-mitningar i serum kan
darmed bista vid primér diagnos och i uppféljningen
av behandlingssvar hos PCOS kvinnor.

Vid in vitro fertilisering (IVF) har bestimning av
basalt serum AMH visat sig vara den bésta enskilda
markoren for att forutsiga ovariernas respons pa
gonandotropin-stimulering (11). Laga AMH-nivéer
innan stimuleringen forutspér lagt antal oocyter och
forhojt basalt AMH kan identifiera kvinnor som ris-
kerar Gverstimulering (12).

Hos kvinnor ar de flesta kliniska tillimpningarna av
serum AMH i samband med cancer eller reproduktiva
funktioner, men nyttan av serum AMH i mannens
reproduktion har inte kunna pévisas (13). Pa grund
av att testiklarna uttrycker AMH fore puberteten kan
bestimning av serum AMH-nivaerna vara till hjilp
i bedémningen av kryptorkidism eller intersexuella
tillstand (14).

Serum AMH i granulosacelltumérer

Granulosacelltumoérer (GCT) ér en sillsynt under-
typ av dggstockscancer, som utgor 3-5% av alla dgg-
stocksmaligniteter (15). GCT forekommer mera sill-
synt hos unga men oftare hos vuxna med en incidens
pa 0,4-1,7 fall per 100 000. Kliniska och histologiska
egenskaper hos vuxna GCT-patienter ér listade i Tabell
1. Nyligen har en enda punktmutation i FOXL2 trans-
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kriptionsfaktorn identifierats hos de allra flesta vuxna
GCT-patienter (16, 17), men mutationens funktionella
roll ar fortfarande okdnd. GCT presenterar sig ofta i
ett tidigt stadium i samband med indolent prognos
med en 5 - ars 6verlevnadsprognos pa 6ver 90%. GCT
har dock en hog risk for dterfall (upp till 30%), vilket
foranleder hog dodlighet. Vanligtvis intréffar aterfall
4-6 dr efter primértumoren, men mycket sena aterfall,
anda upp till 40 ar, 4r inte ovanliga. Bara det inledande
skedet betraktas som en solid prognostisk faktor och
forutsagelse av aterfall ar svar. Tidig upptdckt och
fullstandig resektion av tuméren ar helt avgorande i
behandlingen av GCT-patienter med éterfall.

Serum Inhibin B har traditionellt anvénts for
uppfoljning av GCT-patienterna, men den har vissa
begrinsningar. Inhibin B kan vara forhojt éven i andra
aggstockstumorer, och Inhibin B-nivan varierar under
menstruationscykeln vilket leder till falskt positiva
resultat hos premenopausala kvinnor. Vidare boér
beaktas att normala Inhibin B-nivaer inte utesluter
malignitet i 4ggstockarna (18).

GCT uttrycker AMH och det finns en vixande
mangd resultat som tyder pa att AMH ér en palitlig
serummarkor for GCT (19, 20). Genom stabilitet
under menstruationscykeln och omitbara nivaer
efter klimakteriet &r AMH en lovande kandidat for
att anvindas vid uppf6ljning av GCT-patienter. Den
kliniska anvdndningen av AMH har hittills himmats
av att det saknas studier som beskriver AMH i ett
storre antal GCT-patienter med de nuvarande kins-
liga ELISA-metoderna, vilka numera ocksa innefattar
normala referensvirden (21).

Slutsatser

Serum AMH har flera lovande kliniska tillimpningar,
och med 6kad kunskap fran kinsliga och tillforlitliga
metoder kommer AMH troligtvis att dndra klinisk
praxis for uppféljning av GCT-patienter och fokusera
pé individualiserad assisterad befruktning.

(Fortscetter side 54)

Foto: Henrik Alfthan
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