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Ordforandespalt

Ingunn Porsteinsdottir

Nir dessa rader skrivs har jag just kommit hem fran
EuroMedLab i Milano. Det var en riktigt stor kongress
med 4786 deltagare fran 101 linder. I jamforelse blir
de skandinaviska kongresserna forstas numerért sma.
Programmet var fullspackat med intressanta foredrag
inom olika omraden. Plenarféredragen och sympo-
sierna var speciellt fina. Bl. a. holl huvudredaktéren
for Clinical Chemistry, Nader Rifai, ett mycket intres-
sant féredrag om etik inom forskning och vetenskaplig
publicering. Eftermiddagarna dgnades dt workshops

sponsrade av industrin som ocksé hade en stor utstall-
ning. Ytterligare en viktig del av kongresser som denna
ar forstas att ha mojlighet att tréffa kollegor fran olika
lander, skapa kontakter och utbyta erfarenheter. Det
kéandes skont att njuta av en underbar stad med sol och
virme efter en kall var pa Island.

Tidskriften, Klinisk Biokemi i Norden, har i 24 &r
varit en viktig informations- och inspirationskélla inom
klinisk kemi i de nordiska ldnderna. En forutsittning
for att tidskriften skall fortsitta frodas och sprida
information inom klinisk kemi 4r att ni lasare fortsétter
att dela med er av egna erfarenheter. Om ni har
utfort arbete pa labbet som ni tror att kan vara av
intresse for kollegorna i Norden, ta girna kontakt med
néagon i redaktionskommittén. I tidskriften har vi haft
glidjen att publicera méanga artiklar som kanske inte
skulle blivit publicerade i de storre internationella
tidskrifterna, men sprider viktigt information inom
Klinisk kemi.

Jag vill slutligen pdminna om att ansdkningstiden for
Nordfond har slutdatum den 1 september 2013, och
uppmuntrar dven yngre kollegor att delta pa kursen
om vetenskapligt skrivande i Finse i Norge, 28 - 31
januari 2014 (se information i tidskriften).

Foto: Henrik Alfthan.
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Nordic congress 2014 in Goteborg

Ola Hammarsten

On behalf of the Organising Committee we want to
invite you to the XXXIV Nordic Congress in Clinical
Chemistry, which will take place on September 16-19,
2014 at Svenska Massan in Géteborg.

Our scientific committee is planning an ambitious
and interesting program with an overall theme: “Future
opportunities in clinical chemistry”. This will entail
seminars covering good examples of how the labora-
tory with its wealth of expertise among physicians,
chemists and laboratory engineers can further develop
as a diagnostic partner. Seminars, plenary sessions and
workshops will cover novel aspects of risk assessment
and diagnostic tools using biomarkers, genomics and
imaging techniques. A special section will be devoted
on emerging techniques involving nanotechnology,
next generation sequencing and beyond. Posters
will be on display close to the seminar rooms in the
congress hall and will be highlighted in guided poster
walks and prizes. Also, a trade exhibition will take
place at the congress venue throughout and industry
sponsored seminars will be held as breakfast seminars

- _=
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and special lunch seminars. Details of the programme
will be published on the website of the conference
(www.nfkk2014.se) as it develops.

Svenska Missan and all of the preferred hotels are
in the centre of Goteborg. In addition our meeting
will have a private entrance in Svenska Massan close
to the Liseberg Amusement Park and walking distance
to Gotaplatsen and the southern end of the main
boulevard Avenyn where the city’s culture centre is
concentrated, all contributing to make the stay and
attendance convenient and fun.

Gothenburg, Sweden’s second largest city, is located
on the west coast and in the early fall Goteborg usually
is at its prime. Closeness to the sea results in top-qual-
ity, fresh fish and seafood and possibility to experience
river-ferries to view of the city from the water and the
archipelago just around the corner. For more informa-
tion on Goteborg, the official visitor’s guide provides

good guidance www.goteborg.com.

We hope to see you in Géteborg!
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Procalcitonin:

Er evidens fra store randomiserede kliniske
studier nodvendigt for indforelse af biomarkerer
for sepsis? Kan manglende evidens koste liv?

Theis Itenov! og Jens-Ulrik Jensen23

1Ancestesiologisk afdeling, Nordsjellands Hospital, Region Hovedstaden
2 Copenhagen HIV Program (CHIP), Rigshospitalet / Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet

Kobenhavns Universitet

3 Klinisk Mikrobiologisk Afdeling, Hvidovre Hospital, Region Hovedstaden, Kobenhavn

theis.skovsgaard.itenov@regionh.dk

Diagnostiske biomarkorer spiller en central rolle for valg og varighed af behandling inden for mange
felter af moderne medicin. Evidensen bag anvendelsen af biomarkerer hviler hyppigt pd data fra obser-
vationelle studier. Randomiserede studier, som undersoger effekten af kombinationen af biomarkorer

og behandlinger pd hdrde patientneere effektmadl, er relativt sjceldne og ofte af en begreenset storrelse. Vi

vil med procalcitonin som eksempel diskutere nogle af faldgruberne ved at lade behandling vejlede af
diagnostiske metoder evalueret i observationelle studier, samt betydningen af tilstraekkelig sample size i

randomiserede studier.

Implementering af diagnostiske biomarkerer

Diagnostiske undersogelser, herunder biomarkerer, er
en integreret og uadskillelig del af behandlinger inden
for mange specialer. Nar biomarkermalinger bruges til
initiering, justering eller seponering af en behandling,
har de ogsa betydning for effekten af denne behand-
ling. Saledes ber en biomarker og den behandling,
den knytter sig til, ikke vurderes adskilt. Biomarkerer
er traditionelt blevet introduceret og anvendt i klinisk
praksis, uden at der har veeret solid klinisk evidens fra
randomiserede studier om, hvorvidt kombinationen
af biomarker og behandling gavnede eller skadede
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patienterne. Ydermere har diagnostiske biomarkerer
traditionelt veeret anset som relativt harmlese, og kra-
vene til evidensen bag dem har veeret betydeligt min-
dre restriktive end tilfeeldet er for behandlinger (1).
Hovedparten af diagnostiske biomarkerer identificeres
i observationelle studier. Diagnostiske egenskaber som
sensitivitet og specificitet ved forskellige graenseveer-
dier bestemmes og sammenlignes med klassiske og
velfunderede statistiske metoder. Dette er et naturligt
og uundgaeligt trin i udviklingen af en biomarker. Et
velkendt problem med denne strategi er, at "Gold stan-
dard” for den diagnose, man tester, er ufuldkommen.
Arsagen til at undersoge en ny diagnostisk metode er
ofte netop den gamle metodes utilstreekkelighed(er).
En anden og endnu vigtigere mangel ved “diagnostic
accuracy” studier er at disse studier ikke siger noget om
den kliniske effekt, der vil vaere af at indfere den nye
diagnostiske strategi. Populeert sagt: Hvad far patienten
med hjem? Observationsstudier med harde patientnzaere
effektmal kan give et bud pé dette, omend de klassiske
udfordringer i epidemiologiske studier ogsé her gor sig



geeldende, nemlig confounding og bias. Skal en gunstig
effekt af en kobling af biomarker og behandling vises,
er det er derfor nedvendigt at gennemfore tiltraekkeligt
dimensionerede randomiserede kliniske studier.

Procalcitonin hos intensiv patienter

Storre observationelle studier har indikeret, at tiden til
deekkende antibiotisk behandling er blandt de vigtigste
risikofaktorer for ded hos patienter med sepsis (2,3).
Diagnostiske biomarkerer, der tidligt kan identificere
patienter med uerkendte infektioner, eller infektion
hvor den iveerksatte empiriske behandling ikke er dak-
kende, er derfor efterspurgte. Procalcitonin (PCT) er
et 114 AA prohormon for calcitonin, som iseer i det
seneste arti har veeret tiltagende anvendt til behand-
lingsvejledning ved respiratoriske infektioner og ved
sveere bakterielle infektioner (4-6). I et studie med 473
intensivpatienter blev det vist, at PCT over 1,0 ng/ml,
som var stigende fra dagen for, sakaldt Alert-PCT; er
en uafheengig praediktor for ded med en hasard ratio
pa 1,8 [95 % konfidensinterval (CI) 1,3-2,7, p < 0,002]
(7). I samme studie fandt man, at antallet af dage med
‘Alert-PCT’ er proportional med risikoen for ded. Miil-
ler et al. fandt blandt 101 patienter pé intensiv afdeling
en optimal sensitivitet og specificitet pa hhv. 89 % og
94 % for diagnosen sepsis ved en greensevaerdi pa 1,0
ng/ml (8). Gaini et al. fandt blandt 154 patienter med
misteenkt sepsis, at der var minimalt overlap mellem
PCT malt hos patienter med og uden bakterieemi pa
hhv. 0,6 ng/ml [Interquartil range IQR 0,15-3,9] vs.
14,1 ng/ml [IQR 2,9-31], p < 0,0001 (9). Procalci-
tonin blev pa baggrund af disse og andre lignende
resultater regnet for at veere en lovende biomarker til
at preediktere sepsis og bakterieemi, samt for at have
prognostisk betydning hos patienter indlagt pa inten-
siv afdeling. Det syntes neerliggende at konkludere, at
maling af PCT ma gavne patienterne ved at diagnos-
ticere ukontrolleret infektion bedre og tidligere end
konkurrerende biomarkerer, og saledes give mulighed
for rettidig, deekkende antibiotisk behandling. Disse
fund og manglen pa sikker klinisk evidens fra ran-
domiserede studier med relevante kliniske effektmal
var baggrunden for “the Procalcitonin And Survival
Study - PASS”. Hypotesen for dette studie var séledes,
at PCT-vejledt pro-aktiv antimikrobiel intervention
(empirisk opstart og udvidelse af antibiotika-spektrum
hos intensivpatienter med uerkendt infektion) kunne
mindske forekomsten af organsvigt og derigennem
forbedre overlevelsen (10).

”The Procalcitonin and survival study”
Design: Randomiseret, ublindet kontrolleret multi-
centerstudie

Follow-up tid: 28 dage for det primeere effektmal.

Effektmal: Primaere: Dod efter 28 dage. Sekundaere
inkluderede varighed af intensivindlaeggelse, mekanisk
ventilation og nyresvigt.

Patienter: 1200 patienter > 18 dr, inkluderet < 24 timer
fra indleeggelse intensiv afdeling og forventet indleg-
gelse pé intensiv afdeling > 24 timer. Af analysetek-
niske arsager blev patienter med P-Bilirubin > 40 mg/

Foto: Henrik Alfthan.
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Figur 1: Kaplan-Meier plot fra
*The Procalcitonin and survival
study’ (10).
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dL og P-Triglycerider > 1000 mg/dL ekskludereret.
Desuden blev gravide og patienter med foraget risiko
ved blodprevetagning ekskluderet.

Intervention: Pro-aktiv antibiotikastrategi baseret
pa daglige PCT miélinger + standard behandling vs.
standard behandling. I den pro-aktive PCT baserede
gruppe blev den empiriske antibiotikabehandling
udvidet efter en forudbestemt algoritme ved ’alert-
PCT’ veerdier. En ’alert-PCT’ er defineret som en PCT
over 1,0 ng/ml pa dag 1 eller en PCT over 1,0 ng/ml,
som ikke var faldet med 10 % fra dagen for. Ved ’alert
PCT’ blev der ogsé iveerksat yderligere diagnostiske
undersogelser for at identificere infektionsfokus (dyrk-
ning, billeddiagnostik mv.).

Resultater: Studiet blev gennemfort mellem 2006-2010
med follow-up pé alle 1200 inkluderede patienter. Efter
28 dage var 190 ud af 604 (31,5 %) patienter dede i
PCT-gruppen og 191 ud af 596 (32,0 %) i kontrolgrup-
pen, log-rank test for sammenligning af overlevelses-
kurver var ikke signifikant, p = 0,80. Den relative risiko
for ded efter 28 dage var 0,98 [95 % CI 0,83-1,16; p =
0,83]. Patienterne i PCT-gruppen var i respirator i 65,5
% af dagene under intensiv-indleeggelsen mod 60,7
% i kontrolgruppen, p < 0,001. Den gennemsnitlige
indleggelsestid pa intensiv var leengere i PCT-grup-
pen med en median pa 6 dage [IQR 3-12] vs. 5 dage
[3-11] i kontrolgruppen, p =0,004. Et efterfolgende
studie pad samme population viste, at patienterne i
PCT gruppen havde flere dage, 48,1 % vs. 43,4 % (p
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< 0,001), med nedsat nyrefunktion (eGFR < 60 ml/
min/1,72 m2) mellem dag 1-28, og at risikoen for lav
nyrefunktion (eGFR < 60 ml/min/1,72 m2) pa dag 7
var betydeligt foreget: HR 1,7 [95 % CI: 1,2 - 2,4] for
et af de antibiotika, som blev ordineret pa baggrund
af ‘Alert-PCT’ (11,12).

Konklusion: PASS studiets resultater viste siledes,
trods gunstige fund i observationelle studier, ingen
klinisk gavnlig effekt af PCT maling og en pro-aktiv
antimikrobiel interventionsalgoritme. Tveertimod
pegede resultaterne pa, at den intensiverede antibio-
tiske behandling var skadelig for patienterne.

Kan PCT bruges til at mindske brugen

af antibiotika?

En reekke studier har undersegt, om PCT kan bru-
ges til at begreense brugen af antibiotika pa intensiv
afdelinger. Baggrunden er den tiltagende resistensud-
vikling overfor antibiotika, samt den ofte meget bred-
spektrede og langvarige brug af antibiotika pa intensiv
afdelinger. Den feelles hypotese for disse studier er, at
man ved at male PCT kan reducere antibiotikafor-
bruget hos intensivpatienter, uden at det medforer en
oget mortalitet. Formalet er derfor meget forskelligt
fra formalet i PASS-studiet, hvor det var bedre over-
levelse. Sample size er i denne sammenhang essentiel.
I figur 2 er vist sammenhzangen mellem den mindste
relative risiko, det er muligt at udelukke, og sample
size ved forskellige power (styrke til at udelukke type
11 fejl). For at eksemplificere i et hypotetisk studie: 500
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Figur 2: Sammenhcngen mellem sample size (den angivne sample size er i interventions armen, denne reelle sample size er der-
for det dobbelte) og mindste relative risiko, der kan erkendes ved forskellige risici for type II fejl. Der antages risiko for type I fejl
pd 5 % og forekomst af effektmdl (f.eks. dod) pd 25 % i kontrolgruppen. Grafen er konstrueret med StudySize version 2.0.

patienter pd intensiv afdeling randomiseres i en 1:1
ratio mellem en kontrolbehandling og en intervention.
P4 intensiv ligger mortaliteten omkring 25 % efter 28
dage, dette antages at veere forekomsten af effektmal i
kontrolgruppen. Mortaliteten i interventionsgruppen
kan med denne sample size veere foroget med en rela-
tiv risiko pa 1,33 (mortalitets ogning pa 33 %) uden
at det inden for de givne "power’ (80 %) og signifi-
kansgraenser (5 %) ville detekteres. Med 500 patienter
kunne mortaliteten altsa eges med 33 %, svarende til
en forogelse fra 25 % absolut mortalitet til 44 %, uden
at vi ville kunne se det. Dimensionerede vi studiet
til at kunne udelukke en relativ forskel pa 15 % med
graenser for type I og type II fejl (5 % og 80 %) skulle
der inkluderes i alt 2580 patienter. Dertil kommer at
risikoen for type I fejl ville veere 5 % med en, i denne
sammenhzeng ikke ubetydelig, risiko for type II fejl
pa 20 %. Viser vores resultater ingen forskel mellem
grupperne, vil der veere en 20 % risiko for at resultatet

skyldes tilfeeldigheder. I equivalence og non-inferiority
studier skal man veere opmerksom p4, at den alminde-
ligt angivne p-verdi er et darligt mél for den statistiske
sikkerhed, og at hvis en forsker eller et firma gnsker at
sikre et “non-signifikant” resultat, gores dette bedst ved
at inkludere for f& patienter, evt. i kombination med
en grad af (intenderet) publikationsbias.
Ovenstaende eksempel er inspireret af de publi-
cerede randomiserede studier vedrerende PCT-vej-
ledt antibiotikabesparelse hos intensivpatienter: Fire
kliniske kontrollerede randomiserede studier har
undersogt, om det er muligt at reducere antibiotika
forbruget uden at forege mortalitet hos voksne intensiv
patienter (Tabel 1)(5,13-15). Den preecise algoritme,
hvorefter antibiotikabehandlingen reduceres, varierer
fra studie til studie, men overordnet er der anlagt en
restriktiv antibiotikastrategi, hvor antibiotika frarades
ved lave PCT verdier eller seponeres ved lave eller fal-
dende verdier. Studierne er generelt af en begranset

Klinisk Biokemi i Norden - 32013 | 11



Forfatter N | Patienter Effektmal Resultater antibiotika | Effektmél | Resultater Relativ
(ar) antibiotika mortalitet | mortalitet risiko
grense for
mortalitet-
detektion**
Hochreiter | 110 | Kirurgisk Varighed. Kontrol: 7,9 dage (0,5) | Hospital | Kontrol: 15/57 2,0
(2009)(13) intensiv Mean (SD) PCT: 5,9 dage (1,7) (26,3 %)
P-veerdi: < 0,001 PCT: 14/53
(26,4)
P-veerdi: NS
Nobre 79 | Sveer sepsis / | Varighed. Kontrol: 9,5 dage 28 dage | Kontrol: 8/40 25
(2008)(5) septisk shock | Median (2-33) (20 %)
(range) PCT: 6 dage (3-34) PCT: 8/39
P-verdi: 0,15 (20,5%)
P-veerdi: 0,82
Stoltz 101 | Respirator AB frie dage* | Kontrol: 9,5 (1,5-1,7) 28 dage | Kontrol: 12/50 2,1
(2007)(14) associeret Median (IQR) | AB frie dage (25 %)
pneumoni PCT: 13 (2-21) AB frie PCT: 8/51
(VAP) dage (15,7 %)
P-veerdi: 0,038 P-veerdi: 0,327
Bouadma | 630 | Intensiv afde- | AB frie dage*. | Kontrol: 11,6 (8,2) AB- | 60 dage |PCT: 92/307 1,36
(2010)(15) ling, misteenkt| Mean (SD) fri dage (30,0 %)
infektion PCT: 14,3 (9,1) AB-fri Kontrol:
dage 82/314
P-verdi: < 0,0001 (26,1 %)
P-veerdi: NS

Tabel 1: Studier af PCT baserede antibiotika restriktive strategier pd intensivpatienter. *Antibiotika frie dage i live frem til dage

28 efter inklusion.**Den relative risikograense er den mindst mulige risikoforogelse, som vil kunne detekteres med den angivne
sample size og gaengse greenser for type I og type II fejl (5 % og 80 %). Mortaliteten i kontrolgruppen er taget som reference.

storrelse pa 79-630 patienter. Der findes konsistent,
som forventeligt, at antibiotikaforbruget er reduceret
i PCT gruppen. Mortaliteten i alle studierne angives
som ueendret mellem PCT og kontrolgrupperne. Den
beskedne sample size i studierne gor dog, at ingen af
studierne kan udelukke en relativ risiko for ded pa
op til 1,36, svarende til foreget risiko for ded i PCT
gruppen pa 36 %. Dette medferer, at mortaliteten i
interventionsgruppen i de forskellige studier kunne
vaere forgget i absolutte tal fra 20-30 % og helt op til
52,6 %, uden at dette ville kunne detekteres.

Anvendelse af procalcitonin pa intensiv
afdelinger

PASS studiet har givet evidens for at en proaktiv anti-
biotika strategi baseret pa PCT ikke oger overlevel-
sen, og potentielt har skadelige bivirkninger. Det er
muligt, at procalcitonin kan anvendes til at reducere
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antibiotika forbruget hos intensivpatienter, men det
hidtil sterste antibiotikabesparelsesstudie hos inten-
sivpatienter viste en 14,9 % relativ overdedelighed
(p=ns, sample size insufficient til at detektere denne
forskel). Pa nuveerende tidspunkt er de udforte studier
af en sd begranset storrelse, at endog meget bety-
delige ogninger i mortaliteten ikke kan udelukkes.
Resultater af pigéende studier (Clinicaltrials.gov-ID
NCT01379547) afventes for at afgere, om PCT har
en rolle i antibiotikabesparelse pé intensiv afdelinger.

Konklusion

Selvom diagnostiske ’accuracy’ studier og kliniske
observationsstudier tilsyneladende viser en fordel ved
at indfere en biomarker for sepsis (eller en anden til-
stand), s er det isr i hejrisiko populationer afgerende
vigtigt for patientsikkerheden, at der gennemfores ran-
domiserede kliniske studier med passende sample size,
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hvor interventionsarmen udszttes for kombinationen
af diagnostik og den behandling, der forventes at virke,
nar biomarkeren viser en abnorm veerdi. Specialleeger
i klinisk biokemi og andre akademiske medarbejdere munity-acquired infections and bacteraemia: a
bor i samarbejde med klinikere kraeve den rette kli- prospective study. Crit care 2007;11:R76.

niske evidens for indferelse af en ny biomarker for at 10. Jensen JU, Lundgren B, Hein L, Mohr T,

group-box 1 protein, lipopolysaccharide-bin-
ding protein and procalcitonin in severe com-

undga alvorlig skade hos patienter.
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Invitation to the

”The Arctic Experience 2014”
Course in Scientific Writing and Publishing

January 28-31, 2014, Finse 1222, Norway

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

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

The course will be organized in both structured lec-
tures and in groups of participants writing a scientific
manuscript based on given data and literature.

Finse is the southernmost part of Europe with an
arctic climate located at 1222 meter above sea level
and only accessible by train, from either Bergen or
Oslo (www.finse1222.no and www.finse.com). This
remote location has been selected in order to find the
necessary calm and tranquility for maximal focus on
the activities during the course as well as for team-
building and network forming.

The course is open for Scandinavian/Nordic collea-
gues within the field of medical biochemistry/clinical
biochemistry/clinical chemistry, primarily for those
in postgraduate specialist training and/or involved in
research projects.

The maximum numbers of participants is 16. The
official language is English or a language understan-
dable for all participants.

The travel expenses have to be paid by the partici-
pants/institutions while the registration fee, housing
and meals are financed by NFKK and SJCLI.

e e

Registration

Registration with description of scientific background
and present position must be sent before October 31st
2013 to:

Tor-Arne Hagve

E-mail: tor.arne. hagve@ahus.no

Address: Medical Biochemistry, Division of Diagnostic
and Technology, Akershus University Hospital, 1478
Lorenskog, Norway

Phone: +47-90510956.

Read more about Finse and the Artic Experience
in KBN

The Artic Experiences 2008:

KBN nr 2, 2008 http://kbn.nfkk.org/kbn_2008_2/#/16/

The Artic Experience 2010:
KBN nr 2, 2010 http://kbn.nfkk.org/kbn_2010_2/#/16/

The Artic Experience 2012:
KBN nr 2, 2012 http://kbn.nfkk.org/kbn_2012_2/#/42/

Den skilopende vitenskapskvinne-tilbake til utgang-
spunktet: KBN nr 2, 2012
http://kbn.nfkk.org/kbn, 2012_2/#/56/




NORDFOND

— Medel for nordiska samarbetsprojekt 2013

Vad dr fondens syfte?

Fondens syfte ér att frimja 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 soka?

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 forsta hand ticka utgifter
for motesverksamhet, men kan i viss omfattning ocksa
tacka driftsutgifter och andra utgifter.

Vad skall ansokningen innehdlla?

Ansokningen skall innehalla:

« En kort resumé

o Projektbeskrivning (max 5 sidor)

« Upplysning om deltagare och deras acceptans for
deltagande

« Budget med upplysning om eventuell medfinansie-
ring fran andra kallor

Hur mycket kan delas ut?
Under ar 2013 kan fonden dela ut totalt ca 100 000
DKK.

Vem skall ha ansékningen?

Ansokningar skickas till ordférande i NFKK:
Ingunn Porsteinsdottir

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

E-mail: ingunnth@landspitali.is

Ansokningsfristen dr 1 september 2013.
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Vad ligger man vikten pd vid behandling av ansok-

ningar?

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

o Att det dr ett samarbete mellan flera nordiska linder.

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

Nr far man svar?
Ansokningarna behandlas av NFKK:s styrelse och svar
sdnds ut fore 31 december 2013.

Nir skall pengarna anvindas?
Pengarna skall anvéindas fore 1 januari 2016. Eventuella
resterande medel betalas tillbaka till NORDFOND.

Niir skall projektet rapporteras?

Projektet skall rapporteras till NFKK senast 1 januari
2016 och omfatta avslutade rakenskaper och en kort
resumé om projektet, eventuellt i form av en artikel,
tryckt eller insand till Klinisk Biokemi i Norden.

Var kan man fa ytterligare upplysningar?

Ytterligare upplysningar kan fas av styrelsemedlemmar
i NFKK. Namn och adresser finns i Klinisk Biokemi i
Norden eller pd NFKK:s websida: www.nfkk.org

Foto: Henrik Alfthan.
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En fortzlling om trekloverpeptider

- slimhindens vogtere

Mie Hessellund Samson

Klinisk Biokemisk Afdeling, Regionshospitalet Randers, Randers

miesamso@rm.dk

Introduktion

Trekloverpeptidernes eksistens har
veeret kendt siden 1982, hvor det
forste peptid (TFF2) blev isoleret
fra den porcine pancreas i forbin-
delse med insulinproduktionen pa
Novo Nordisk i Danmark. Siden er
yderligere to peptider kommet til
sd familien nu, hos pattedyr, omfatter de tre peptider
TFF1, TFF2 og TFF3. Peptiderne secerneres til slim-
hindeoverflader i hele kroppen og deres betydning
for beskyttelse og heling af disse overflader er veleta-
bleret. Der er i de senere ar vist en @ndret forekomst
af peptiderne ved en lang rakke bade fysiologiske og
patologiske tilstande, og disse opdagelser har fort til
udvikling af flere immunologiske assays til kvantitering
af peptiderne i bade sekreter og blod. P4 baggrund
af disse assays er der publiceret mange speendende
resultater omhandlende peptidernes potentiale som
biomarkerer ved flere cancersygdomme og inflam-
matoriske tilstande. Et problem, der kun har mod-
taget ringe opmeerksomhed, er imidlertid de store

R

[

TFF1
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variationer der er imellem de forskellige assays, hvilket
vanskeliggor tolkningen af resultaterne.
Undertegnede har igennem et ph.d.-forlob med
fokus pa peptidernes forekomst i blod og sekreter i
forbindelse med human reproduktion, blandt andet
udviklet en metode til maling i sekreter og sam-
menlignet egne assays med kommercielt tilgaengelige
assays. Disse resultater samt en kritisk gennemgang af
litteraturen vedrerende kvantitative malinger af treklo-
verpeptider er netop publiceret i SJCLI (1). Her bringes
en kort gennemgang af egne resultater, de metodolo-
giske problemstillinger og den eksisterende viden om
trekloverpeptidernes forekomst og betydning.

Trekloverpeptider

Trekloverpeptider, pa engelsk Trefoil Factor Family
peptides, forkortet TFE, er sma kompakte peptider pa
mellem 59 og 106 aminosyrers leengde. De er opkaldt
efter det 42 til 43 aminosyrer lange domaene der, via
disulfidbroer danner 3 lokker og som man derfor
oprindeligt forestillede sig som en treklgverlignende
struktur (figur 1). De mindste peptider, TFF1 og TFF3

(T

R EE

EPR,

Figur 1: Skematisk
tegning af de tre
trekloverpeptider
(TFF1, TFF2 og
TFF3) visende
primeer struktur og
position af disulfid-
broer.



Sesum, pregnant women [76]

indeholder ét trekloverdomene, mens TFF2 inde-
holder to. De to forstnzevnte er til gengeld i stand til
at danne dimerer gennem en ekstra cystein neer den
C-terminale ende. En grundig gennemgang af pepti-
dernes struktur kan findes i (2).

For en generel gennemgang af peptidernes biologiske
produktion og funktion henvises til (3), men kort
kan det siges, at TFF1 og TFF2 primeert produceres
i mavesakken, mens TFF3 produceres i bagerceller
i den ovrige gastrointestinalkanal. Udenfor gastroin-
testinalkanalen er TFF3 det dominerende peptid, mens
TFF1 og TFF2 er til stede i varierende grad. Peptiderne
secerneres til slimhindeoverflader,og produktionen er
til en vis grad reflekteret i deres forekomst i bade sekre-
ter og blod. Peptiderne er generelt opregulerede ved
inflammatoriske tilstande og har muligvis en gavnlig
effekt ved behandling af patienter med inflammato-
riske tarmsygdomme (4,5). Der ses ogsa en @ndret
ekspression af peptiderne ved en lang rekke solide
cancerformer, men deres potentiale som enten tumors-
uppressorgener eller onkogener er debatteret (6).
Hvordan peptiderne udever deres funktion er til dels
uafklaret. De er vist blandt andet at stimulere celle-
migration, angiogenese, h&emme apoptose og vere
i stand til at @ndre sekreters viskositet. Der er dog

Seyum, bloxod ckanors [63]

Amnioiic s [u]

Milk [75]

Semmnzl plasma (u)

K

Cervical secretions [7T]

Salirva [/h]

Gastric puice [73]

Bowel discharge [20]

Uxine [u)

endnu ikke klarhed over, hvorvidt peptiderne fungerer
som vakstfaktorer gennem receptor-binding, mere
mekanisk via interaktion med muciner eller gennem
begge mekanismer.

Trekloverpeptider og human reproduktion

Da mit ph.d.-projekt tog form var ELISA-assays for
alle tre peptider med tilherende referenceintervaller
i serum etablerede i vores laboratorium (7,8). Vores
indledende malinger pa serum fra gravide kvinder
havde vist forhejede niveauer af TFF2 og TFF3 og
det var endvidere vist, at slimhinden i endocervix var
produktionssted for betragtelige meengder TFF3 (9).
Disse fund dannede basis for mine egne projekter. Det
forste viste op til 47 gange forhgjede niveauer af TFF3 i
serum fra gravide kvinder (10). Efterfelgende malinger
i navlestrengsblod og amnionvaeske har ligeledes vist
heje niveauer af TFF3, og der er udfert immunhis-
tokemi pa fetalt veev, placenta og fosterhinder (11).
Ingen af disse fund har dog kunnet forklare stigningen
i maternelle serumkoncentrationer. Peptidernes funk-
tion under graviditeten er séledes fortsat uvis. En mulig
hypotese er, at slimhinden i cervix uteri er kilden til de
heje serum koncentrationer under graviditeten og der
blev derfor, for at undersege dette naermere, udviklet

1 TFF1
B TFF2 Figur 2: Mediane koncentrationer
B TFF3 af TFF1, TFF2 og TFF3 i forskel-

lige biologiske veesker fra raske
individer. Serum, blood donors: N
= 298 (TFF1) og N = 300 (TFF2
og TFF3); serum, pregnant women:
N = 92; amniotic fluid (indsamlet
fra gestationsuge 14 og frem): N =
13 (TFF1), N =9 (TFF2) og N =
14 (TFF3); modermelk (indsamlet
i forste uge post partum): N = 32
(TFF1) og N = 37 (TFF3); seminal
plasma (seeddonorer): N = 4; cer-
vical secretions: N = 18 (medianen
af i alt 41 prover fra 18 forskellige
kvinder); saliva: N = 30; gastric
juice: N = 14; bowel discharge (fra
jejunostomi): N = 8 urine: N = 13;
*middel-koncentrationer.

Gengivet efter originalfigur i (1).
Tallene i klammer henviser til refe-
rencerne som de er opgivet i origi-
nalpublikationen; (u) indikerer ikke

nmel/L

100

10000 ridligere publicerede data.
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metoder til brug for mélinger pa cervixsekret. Meto-
derne er forelpbigt brugt til at beskrive forekomsten af
trekloverpeptid i cervixsekret fra ikke-gravide kvinder,
hvor der er vist et hojt indhold af TFF3 samt en cyklisk
variation i koncentrationerne af alle tre peptider (12).
Fremtidige studier skal undersege om peptiderne er
af betydning for fertilitet.

Metodemszessige udfordringer

Metodemaessigt bed brugen af de oprindelige serum-
assays til sekret-malinger pa udfordringer. En valide-
ring viste acceptabel linearitet, impreecision og genfin-
ding. De fleste prover var desuden steerkt fortyndede
og saledes med minimeret matrixpavirkning. Men,
peptiderne har vist sig at eksistere i adskillige mole-
kyleere former, og kompleksiteten er derfor stor. Vi ved
endnu ikke, trods en overordnet god linearitet, i hvilket

omfang de forskellige former genkendes ekvimoleert.
Dette gaelder i ovrigt ogsa for serummalinger.

Derudover er en standardisering af provetagningen
en serlig udfordring for sekreter og mulighederne
for at kontrollere, om materialet er repreesentativt, er
begraensede.

Under mine studier blev et saet kommercielle assays
tilgeengelige og vi valgte, ansporede af vores hidtidige
blandede erfaringer, at sammenligne disse med vore
egne. Sammenligningerne viste uventede forskelle
(13). Igen ma de forskellige molekylaere former, som
vi ikke ved om genkendes ens i forskellige assays, nok
forventes at vaere en del af forklaringen.

Der eksisterer i dag ti immuno-assays for TFF1, seks
for TFF2 og ni for TFF3 bedemt pa publicerede arbe;j-
der. De fleste er in-house assays, kun tre er eller har
vaeret kommercielt tilgeengelige, men at demme efter

Dreast cancer [49], S ]
Dreastcancer[BOLU |«
Lung cancer [#6], S :l -
Gastric cancer [55], § [T T T T 1]+
Prostaie cancer[84], S ]
H. pylori positive [83], 5 |
150 8], S ]
i MY [CHRL |=
Mucosits [30].5a ||
Lung cancer [bE], S - [] TFF
Gasiric cancer [55], S B TFF2
Prostate cancer [84], S W TFF3
H. pylon posifive [33], S
16D [88], S Figur 3: Relativ stigning i
mucosits [9C), Sa koncentrationerne af TFF1,
) TFF2 og TFF3 ved tilstande
Gastribis [59], & - hvor der er pavist et cendret
niveau af trekloverpeptid.
Lung cancer [B6]. 5 N, det totale antal individer
Gastric cancer [55], § [] M=100 i undersogelsen (cases plus
Endometrial cancer [63]. 5 g M 100 - 1000 kontroller); IBD, inflamma-
[ &=1000 torisk' tarmsygdom; S, serum;
Prsizi: eancer [B4], § U, urin; Sa, spyt; G, mavesaft;
Calomactal eancer [R4], 8 *middel-koncentrationer;
H. pylon positve [83], 5 ovrige resultater er vist som
IBD [38], S stigning i mediane koncen-
- trationer.
. hlucnﬂm [, Sa Gengivet efter originalfigur
Pre-hidney deease [65], U . H . i (1). Tallene i klammer
1 3 510 14 henviser til referencerne som

Relztive increase
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de er opgivet i originalpubli-
kationen.



internettet er der langt flere pé vej. Den relative veerdi
at disse assays er fortsat uvis. En videre udforskning af
de forskellige molekylaere former og deres genkendelse
i immuno-assays er nedvending for at sikre valide og
sammenlignelige resultater.

Treklgverpeptidernes forekomst og betydning
Hvis man vil se mere generelt pa trekloverpeptiderne,
hvad ved vi s& om forekomsten af peptiderne i blod
og sekreter? Vi har med vore assays mélt og pavist
treklgverpeptider i en lang reekke forskellige biolo-
giske vaesker, herunder urin, spyt, mave-, og tarmsaft,
og resultaterne er nu publiceret samlet i (1) (figur 2).
Det er selvsagt, pa baggrund af de ovenfor beskrevne
metodologiske vanskeligheder, svert at udtale sig om
absolutte koncentrationsverdier. Det synes dog sikkert
at konkludere, at peptiderne er til stede i store meeng-
der i de fleste sekreter samt i langt lavere koncentra-
tioner i blod. Det er endvidere tydeligt, bade vurderet
pé egne og andres malinger, at der er en meget stor
inter-individual variation.

Som nevnt indledningsvis er der en @ndret fore-
komst af peptiderne ved en lang rakke forskellige
cancersygdomme og inflammatoriske tilstande, og
der eksisterer en lang reekke studier, der beskriver

Forfatteren har gennemfert sin ph.d.-uddan-
nelse som en del af et kombineret ph.d.-hoved-
uddannelsesforlgb i specialet klinisk biokemi
under forskeruddannelsesprogrammet LabMed
pa Klinisk Biokemisk Afdeling ved Aarhus
Universitetshospital med professor Ebba Nexg
som hovedvejleder.

koncentrationer i specielt serum ved disse tilstande.
Sterst interesse har der veret for bryst-, lunge og
ventrikel-cancer. Et overblik kan ogsé her findes i (1)
(figur 3). Felles for de fleste fund er, at de absolutte
koncentrationsforskelle mellem kontroller og cases
er beskedne, og dette, sammenholdt med den store
inter-individuelle variation, er nok forklaringen p4,
at peptiderne endnu ikke har fundet en plads som
biomarkerer ved disse tilstande.

Konklusion

Vores arbejde med trekloverpeptiderne har primeert
omhandlet human reproduktion. Igennem det arbejde
har vi bidraget til den samlede viden om treklgverpep-
tidernes forekomst og betydning, men lige sa vigtigt er
det fokus, vi forhabentligt har veeret med til at seette pa

Foto: Henrik Alfthan.
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de metodemassige udfordringer. Treklgverpeptidernes
fremtid som biomarkerer er méske nok uafklaret, men
der hersker ingen tvivl om at kvantitative malinger af
peptiderne fortsat vil veere et veerdifuldt redskab i den
videre udforskning af peptidernes biologiske funktion,
og at det derfor er nodvendigt, at vi skaber valide assays
og enes om en vis standardisering.

Peptiderne har gennem deres beskyttende og hel-
lings-fremmende effekt pa slimhinder samt deres evne
til at eendre sekreternes viskositet et enormt potentiale
som terapeutiske mal ved praktisk taget enhver pato-
logisk tilstand, der involverer slimhinder - fra muco-
sitis til infertilitet. Fortsat forskning inden for feltet
ma derfor siges at veere bade vigtig og vedkommende.
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En ny och enkel metod for att ta reda pa om
blodkoagulationen ir aktiverad
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For att kunna ta stdllning till vilka patienter som loper risk att drabbas av vends trombos behévs metoder

for att bestdmma graden av aktivering av blodkoagulation och fibrinolys. Den metod som hittills varit
mest anvind for dndamadlet dr D-dimer. Ett problem med D-dimererna dr att de inte dr kemiskt defi-
nierade; de utgor en heterogen grupp av nedbrytningsprodukter av fibrin. Olika kommersiella metoder

miditer olika saker, vilket i sin tur gor det svdrt att jdmfora resultat fran olika laboratorier eftersom ingen

gemensam standardpreparation finns att tillgd.

Forutom D-dimerer har man anvént flera andra meto-
der i kliniska studier for att mata graden av aktivering
av blodkoagulationen. Ett exempel ar fibrinopepti-
der, som emellertid inte fungerar bra d& de har en
hog renal clearance. Tvad andra metoder bestimmer
koncentrationen av komplex mellan ett serinproteas
och en serinproteashimmare (serpin), t.ex. mellan
trombin och antitrombin (1). Nér ett serinproteas
klyver en peptidbindning i ett protein bildas en ester
mellan karboxylgruppen hos den aminosyra som blir
C-terminal i den nya N-terminala peptiden och ~-OH
gruppen i proteasets aktiva site. Normalt klyvs estern
snabbt och substratet, en peptid eller ett protein, ar klu-
vet. Men nér klyvningen dger rum i ett serpin slungas
det till serpinet bundna proteaset blixtsnabbt ner till
serpinets motsatta pol varvid det denatureras och
blir inaktivt. Bindningen mellan proteaset och ham-
maren forblir saledes okluven (Fig. 1). Men for varje
komplex som bildas mellan trombin och antitrombin
tycks mer dn ett tusental antitrombinmolekyler klyvas
och bli loopinsatta utan att nagot komplex bildas. Av
kluvet antitrombin 4r ungefir en promille i komplex
med enzymet medan resten ar fritt, vilket gor det
omojligt att mita komplexets koncentration med en
monoklonal katcherantikropp mot antitrombin (2).
Tyvarr gir det inte heller med en katcherantikropp
mot trombin dd man aldrig lyckats fa fram hogaffina
antikroppar mot trombin, vilka om det gétt sannolikt
anda skulle vara oanvindbara pa grund av korsreak-
tion med protrombin.
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Ett principiellt annorlunda sitt att gé tillviga for att
mita graden av aktivering av blodkoagulationen ér att
bestimma den trombingenererande potentialen i blo-
det/plasman (3). Metoderna bygger pa att man in vitro
mater formagan att generera trombin i ett plasmaprov
som respons pa ett sdrskilt stimulus. Tidigare utfor-
des manuella métningar av det trombin, som bildats
genom att det fick klyva ett fluorescerande substrat
i en mikrotiterplatta med efterfoljande avlasning av
fluorescensen. Nu finns det helautomatiserade system,
vilket gor metoden anvéndbar dven som ett akut test
i klinisk rutin.

Karin Strandberg (i hatt, t v) och Johan Stenflo (i hatt, t h) i
samband med den forras disputation 2001.



Protein C

For drygt 10 ar sedan tog vi fram en bade enkel och
kanslig metod for att mita graden av aktivering av
blodkoagulationen, med malsittningen att den skulle
vara mojlig att automatisera och dirmed kunna inf6-
ras i klinisk rutindiagnostik. D4 var det naturligt att
Protein C systemet kom i fokus for intresset; Protein
C var ju ’fott” i Malmo (4, 5).

Protein C och dess funktion ar beskriven i en tidigare
artikel, varfor det har racker med att papeka att Protein
C é&r ett K-vitaminberoende protein, som strukturellt
liknar de K-vitaminberoende koagulationsfaktorerna
VII, IX och X (4). Liksom dessa ar Protein C ett pro-
enzym till ett serinproteas, men med en extremt snav
specificitet. Av zymogenet, Protein C, har vi ungefir 4
mg/L plasma, medan vi endast har cirka 1 pg/L plasma
aktivt Protein C (APC) (6). Vi vet ockséd sedan linge
att vi inte kan leva utan detta mikrogram APC - utan
det dor vi av trombotisk obliterering av vensystemet
inom en halvtimme. Det féorekommer vid den mycket
ovanliga homozygota formen av Protein C brist, men
aven vid sérskilt alvarliga former av sepsis pd grund av
att Protein C har forbrukats, eller dérfor att Protein C
inte kan aktiveras pa grund av endotelskador (7, 8).

Fig. 1. Figuren visar hur komplexbildningen mellan ett
serinproteas och en serinproteashdmmre, ett si kallat
serpin, gar till, t.ex. mellan trombin och antitrombin,
som i figuren, eller mellan aktivt Protein C (APC)

och protein C hdmmaren (PCI). I den vinstra delen
av figuren ser vi proteaset Gverst, bldtt, och serpinet
dirunder, rott. Mitt pd den gula loopen hos serpinet
ser vi den aminosyra vid vilken klyvningen ska ske,
arginin, som pekar upp mot enzymet. Vid klyvningen
bildas en kovalent bindning mellan hydroxygruppen i
enzymets aktiva site och karboxylgruppen i serpinets
arginin, vid vilken klyvningen ska ske. Vid normal
proteolys klyvs bindningen av en ~-OH med foljd att det
bildats ett kluvet substrat och ett fritt enzym. Vid reak-
tionen mellan proteaset och serpinet hinner inte bind-
ningen mellan aktiva siten i enzymet och karboxyl-
gruppen i den arginin i serpinet, vid vilken klyvningen
sker, klyvas innan enzymet kastas ned till den motsatta
polen av serpinet. Hirvid denatureras enzymet sd att
bindningen mellan enzym och himmare inte kan kly-
vas. Det har alltsd bildats ett kovalent komplex mellan
serpinet och det nu inaktiverade enzymet. I den hogra
delen av figuren ser vi hur den kluvna, gula loopen i
serpinet nu dr insatt i den roda, s kallade betapleated
sheeten, medan det denaturerade enzymet dr lingst
ner. I stillet for en kluven peptidbindning i ett substrat
och ett fritt enzym har det i stillet blivit ett kovalent
komplex mellan substratet/hdmmaren och det nu inak-
tiverade enzymet!.

I kapillarsystemet binds Protein C till ett mem-
branprotein, den endoteliala Protein C receptorn,
och aktiveras av trombin, som ar bundet till en annan
receptor, trombomodulin (TM) (9). Bindningen till
TM gor att trombinet inte kan klyva fibrinogen men
vil aktivera Protein C. Trombinet har alltsd omvand-
lats frdn att ha varit ett prokoagulant enzym till att
bli ett antikoagulant enzym. Gemensamt gor de bada
receptorerna att den trombin-medierade aktiveringen
av Protein C gar cirka 20 000 ganger snabbare dn vad
som varit fallet om proteinerna inte varit bundna till
respektive receptor (9).

APC, som dr bundet till fosfolipid, klyver tre peptid-
bindningar i faktor Va (Arg 306, Arg 506 och Arg 679).
Klyvningen vid Arg 306 dr langsam och helt beroende
av ndrvaro av fosfolipid och av den K-vitaminberoende
kofaktorn, Protein S. Inaktiveringen av faktor VIIIa dr
mer komplicerad och inte bara beroende av Protein
S som kofaktor utan &ven av icke aktiverad Faktor V.
Klyvningen av Faktorerna Va och VIIIa leder till en
minskad aktivering av savil faktor X som protrombin
och ddrmed till en nedreglering av blodkoagulatio-
nen. (7, 8).
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En metod for att forutse vilka patienter som loper
risk att fa venos trombos ar den, av Bjorn Dahlback
och medarbetare upptickta resistensen mot aktivt Pro-
tein C (APC-resistens) (10). Orsaken till resistensen
ar att Arg 506 i faktor V dr muterad till Gln, varfér
APC inte kan klyva bindningen. Nedregleringen av
blodkoagulationen gar dérigenom lingsammare 4n
normalt, med &tf6ljande 6kad risk att drabbas av vends
trombos. APC-resistens gar ocksd under namnet Fac-
tor V Leiden. Det bor dessutom framhallas att APC har
livsviktiga antiinflammatoriska egenskaper. Den som
vill veta mer om APC-resistensen och om hur Protein
C-systemet fungerar rekommenderas att ldsa nidgon av
Bjorn Dahlbacks 6versiktsartiklar (7, 8).

Hos en stor andel av de patienter som drabbas av
venods trombos hittar man ingen arftlig trombofili. En
del av dessa patienter kan till och med ha en hogre
grad av aktivering av blodkoagulationen &n flertalet
av de patienter som har APC-resistens (Fig. 2). Akti-
veringen kan vara orsakad av forvirvade riskfaktorer,
sdsom cancer eller infektion. En funktionell metod
for att faststilla graden av hyperkoagulabilitet skulle
kunna vara vérdefull i detta sammanhang. Narmast
till hands borde vara att bestimma plasmakoncentra-
tionen av APC med hjilp av ett kromogent substrat.
Det har emellertid visade sig vara svért, pa gransen till
omojligt, da plasmakoncentrationen av APC ér sa lag,
knappt 1 mg/L. Upp till ett dygns inkubering med det
kromogena substratet kunde kravas innan en avlis-
ning var méjlig (6).

En unik monoklonal antikropp
Eftersom det i praktiken dr omgijligt att mata APC-
koncentrationen i plasma kunde ett alternativ vara att
mata koncentrationen av komplexet mellan APC och
Protein C-hdmmaren, APC-PCI-komplexet. PCI ar
liksom antitrombin och antitrypsin ett serpin och dess
koncentration dr cirka 4 mg/L. Komplexet mellan APC
och PCI har dessutom samma halveringstid i plasma
som APC, cirka 20 minuter, och dess koncentration dr
ungefir 0,2 pg/L plasma. Eftersom PCI koncentratio-
nen i plasma dr mer 4n tiotusen ganger hogre &n APC
koncentration, och dessutom stabil, sa speglas APC
koncentrationen av APC-PCI komplexets koncentra-
tion. APC-PCI koncentrationen blir saledes ett matt
pé blodkoagulationens aktivering. For att kunna mita
APC-PCI koncentrationen behévde vi en monoklonal
antikropp mot Protein C/APC och en mot PCL

Men hur kan APC och PCI stota pa varandra i
plasma, i en milj6 ddr de ror sig i tre dimensioner i en
miljé som dessutom har en proteinkoncentration pa
ungefar 60 g/L plasma? Om vi gar tillbaka till t.ex. aktiv
faktor X och protrombin s sag vi att de, tack vare de
K-vitaminberroende karboxyleringarna, ror sig i tva
dimensioner pé ytan av skadade celler eller aktiverade
trombocyter. Koagulationen har blivit tvddimensionell,
men om vi behandlar patienter med warfarin sa mins-
kar affiniteten for fosfolipiden och koagulationen blir
mer och mer tredimensionell och hdammas da mole-
kylerna inte stoter pa varandra. Om vi nu gar 6ver till
heparin s ser vi att dimensionliteten har reducerats
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. trombos. Patienterna i den
o o mellersta av de roda boxarna

Normals APC-PCI
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ytterligare ett steg. Bade APC och PCI har affinitet
for heparin, vilket gor att de traffar pa varandra sé att
APC-PCI-komplexet kan bildas (Fig. 3; 11).

Men hur kunde det vara méjligt att méta APC-PCI-
koncentrationen med en metod baserad pé tva mono-
klonala antikroppar? Savil zymogenet till APC, Protein
C, som fritt PCI har ju mer 4n tiotusen ganger hogre
plasmakoncentration én APC-PCI-komplexet (2), alltsa
samma problem som med trombin-antitrombinkom-
plexet. Om vi t.ex. tar en anti-PCI-monoklonal anti-
kropp som catcher och forutsitter att den har samma
affinitet for fritt, icke kluvet, PCI som for PCI i komplex
med APC si skulle mindre 4n en tiondels promille av
det PCI som bands till monoklonalen utgoras av APC-
PCI-komplex. Resten vore fritt, icke kluvet PCI. Lika
illa skulle det g med en monoklonal mot Protein C
som catcher. Men det gick att ta fram en metod for
att mata APC-PCI-komplexet, dessutom en extremt
kinslig metod.

Eftersom vi visste hur serinproteashimmare, som

PCI, fungerar hade vi en chans. Vi insag att det borde
vara mojligt att ta fram en catcherantikropp mot PCI
som endast kinde igen PCI i komplex med APC (12).
Som vi redan beskrivit ovan fér trombin och antitrom-
bin bildas vid hdmningen av proteaset ett kovalent
komplex mellan proteaset och serpinet. Man borde
kunna gora en monoklonal antikropp vars epitop var
beldgen pa och omkring den insatta peptidkedjan (gul
i Fig. 1). En sadan monoklonal skulle inte ha ndgon
affinitet for fritt, icke kluvet PCIL Orsaken till att det
borde fungera var att det, till skillnad fran hur det
f6rholl sig med antitrombin, inte finns ett stort molart
overskott av fri/kluven, himmare som 4r loopinsatt.

Var ir epitopen fér monoklonalen?

Niista fraga att 16sa var att forsoka ta reda pa var i den
insatta peptidkedja som epitopen for monoklonalen
M36 var beldgen. Nar man immuniserar méss med
ett kluvet serpin, t.ex. PCI, bildas ett mycket stor
antal antikroppar mot epitoper beldgna i olika delar
av molekylen. For oss gillde det att hitta de monoklo-
naler som hade hog affinitet for loopinsatt PCI men
ingen affinitet fér den inte loopinsatta formen (Fig. 1).
Epitopen for dessa monoklonaler méste vara beldgen
i den insatta gula loopen. For att hitta antikropparna
med de onskade egenskaperna markte vi loopinsatt
PCI med 125I. Det mirkta, loopinsatta PCI sattes till
en l6sning som hade ett stort 6verskott av omirkt, icke
loopinsatt PCI. Det gjorde att vi endast skulle finna de
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Fig. 3. Heparinmedierad inaktivering av APC. (A) APC overst
(blatt) och PCI underst (huvudsakligen rott) ror sig, tack vare
affiniteten for heparin (gult) mot varandra. (B) Nir de méts
bildas ett komplex och APC slungas ner till under PCI och
denatureras som visas i Fig. 12,

monoklonaler som var specifika for den loopinsatta,
125] markta formen, och inte det sannolikt jattelika
overskott av monklonaler, som band bade loopinsatt
och icke loopinsatt PCI. Vi hittade nagra och den vi
anvande som catcher gav vi namnet M36 (12).

En gemensam egenskap hos serpinerna &r att de,
liksom andra proteiner, ar metastabila - sitter man
till guanidinhydroklorid, sd denatureras serpinet nir
koncentrationen natt 2 till 3M, sa dven PCL. Om vi gor
samma forsok med loopinsatt PCI sd denatureras det
inte ens vid maximal guanidinhydrokoridkoncentra-
tion, d.v.s. 6M (Fig. 4). Loopinsatta serpiner r saledes
exceptionellt stabila (12).
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Men man kan géra serpinet stabilt utan att klyva det
med ett proteas. Man kan till exempel syntetisera pep-
tiden P1 till P14 och forsoka sétta in den i PCI. Hundra
gangers molért overskott av peptiden kan inkuberas
med PCI vid 37° C 6ver natt. Om alfaaminogruppen
i peptidens aminoterminala aminosyra ér acetylerad
sd blir peptiden inkorporerad i en “pleated sheet”, som
visas i Fig. 1 och 4. Men om man gor om forsoket och
sitter till samma 6verskott av peptiden, men nu utan
att forst ha acetylerat alfaaminogruppen, s blir inte
peptiden insatt i “pleated sheeten”. Acetyleringen av
den aminoterminala aminosyran fir den syntetiska
peptiden att likna den peptid som normalt sitts in i
betasheeten nar himmaren klyvs och bildar komplex
med ett proteas (Se hogra delen av Fig. 1 och Fig. 5).

Om vi tittar pa Fig. 5 s& ser vi vad som hiander om vi
byter ut t.ex. aminosyra P6, P9 eller P13 i peptiden vi
satt in i humant PCI. De tre aminosyrornas sidokedjor
pekar utat, viket 4r en forutsittning for att peptiden
ska sdttas in. Om vi byter ut aminosyrorna P6 och
P9 péverkas inte bindningen till den monoklonala
antikroppen namnvért. Om vi ddremot byter ut Arg i
position P13 till Thr minskar bindningen av antikrop-
pen kraftigt, vilket visar att epitopen for antikroppen
ar beldgen i anslutning till P13 (12) (Fig. 5).

Den nya analysen

Nu kunde vi gora en sandwichanalys for att mata APC-
PCI-komplexets plasmakoncentration. Som catcher-
antikropp hade vi forstas var anti-PCI monoklonal
M36, som var specifik for den loopinsatta formen av
PCI, medan var reporterantikropp var mot Protein
C, HPC4. Vi fastnade for att anvinda den si kallade

12

DELFIA-metoden, som utvecklats av det finlindska
foretaget Wallac (13).

Vi anvéinde streptavidinklidda mikrotiterplattor
tillsamman med var biotinylerade catcherantikropp
(M36), den som ar specifik for loopinsatt PCI. Efter
att proven tillsats och inkubationen pagétt i en timme
skoljdes plattan och vir Eu3+ mérkta reporterantikropp
mot protein C (HPC4) tillsattes. Efter ytterligare en
inkubering och skéljning avlistes fluorescensen. Wal-
lacs metod &r unik och bygger p4 mitning av fluores-
censen fran Eu3+ mirkta reporterantikroppar. En milli-
sekund efter excitationen mats fluorescensen. Fordelen
med det dr att i stort sett all bakgrundsfluorescens da
redan har klingat av. Ett tecken pa att metoden skulle
fungera bra var att standardkurvan, tack vare de tva
antikropparnas hoga affinitet for loopinsatt PCI res-
pektive Protein C, var helt linjér (13).

Metoden visar sig vara exceptionellt kinslig

Att APC-PCI-metoden &r exceptionellt kinslig visade
sig nér vi borja anvinda den for att undersdka om
blodkoagulationen &r aktiverad hos patienter med
aortaaneurysm.

Aneurysm dr ett patagligt kliniskt problem da
cirka fyra procent av min som &r 65 &r gamla eller
aldre har aortaaneurysm. Det ér allvarligt da ruptur
av aortaaneurysm ar en vanlig orsak till plotslig dod
hos denna grupp. Hos kvinnor ar aortaneurysm langt
mindre vanligt.

Den etablerade metoden for att uppticka aorta-
aneurysm 4r att anvianda ultraljud. Metoden borjade
anvindas i Lund redan pa femtiotalet. Fysiologen Inge

Fig. 4. Denaturering av PCI 0.8
som en funktion av koncentra-
tionen av guanidinhydroklorid.
Denatureringen dr mdtt som —
fluorescensemission. Av figuren
framgdr att nativt PC denatu-

reras vid 2-3 M guanidinhydro-
klorid liksom PCI som inku-

berats med icke N-acetylerad

peptid medan kluvet PCI liksom 0
PCI inkuberat med N-acetylerad

{Cl) rative BC1

{ W) rative PCT wath none scetylated
FCL inserted

(%) reachve ste cleaved PCT

(O native PC1 with N-acetyl ted
RCL inserted

&) ritive PCI with - acetyiated
RCL (ArgP13The) inserted

aminoterminal aminosyra lik- 0 2
som PCI inkuberat N-acetylerad
aminoterminal aminosyra med
Arg P13 muterad till Thr3.
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APC-PCI pig/L,

Edler och fysikern Hellmuth Hertz fick en idé nér de
besokte Kockums skeppsvarv i Malmé. De sag dar
hur man anvénde ultraljud for att upptéicka defekter i
svetsfogar. Det drojde inte linge innan de kunde visa
att ultraljud ocksa kunde anvéindas i medicinsk diag-
nostik, t.ex. for att upptéicka aortaaneurysm (14). Pa
sina hall anvinds metoden i stora populationsstudier
for att identifiera de patienter som har aneurysm. Man
kan sedan bedéma om risken for att aneurysmet ska
rupturera dr stor, i vilket fall patienten opereras.

Aortaaneurysm orsakar en lokal turbulens i blod-
flodet, vilket gor att néstan alla aneurysm ar fyllda av
trombmassor. Pa ytan av trombmassorna, som inte dr
tackta av endotelceller, pagér en stindig aktivering av
blodkoagulationen. Det borde leda till att dven Protein
C systemet dr aktiverat.

For att ta reda pa om det f6rholl sig sa inledde vi ett
samarbete med kolleger vid karlkirurgiska kliniken i
Malmo (15). Det visade sig genast att patienter med
aortaaneurysm hade hogre APC-PCI-koncentration
an de som inte hade aneurysm (15-17). Koncentra-
tionen var langt hogre dn hos de patienter som hade
venos trombos (Fig. 6). Kanske borde populationsstu-
dier &mnade att uppticka aortaaneurysm borja med
att man mitte APC-PCI-koncentrationen. Det borde
minska kostnaderna och gora det méjligt att undersoka
mangdubbelt fler patienter an om man bara anvander
ultraljud (14-16).
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Fig. 5. Schematisk modell av Protein C hdmmaren, PCIL
Bilden visar himmaren med insatt loop. Det till P1 (ldngst ner
i bilden) kopplade proteaset dr inte med pad bilden. Till

hoger visas loopens sekvens, sdvil den humana sekvensen som
sekvensen hos en mus. De tre aminosyror som skiljer sig ér P6,
P9 och P133.
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= £ § il — ‘E,‘-’ aortaaneurysm,carotissjukdom,
- o g - E claudikatio, vends trombos och slut-

ligen ovriga patienter.
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Fig. 7. APC-PCl-koncentrationen mdtt under en menstrua-
tionscykel och vid behandling med tva olika sorters p-piller.
LNG/EE=30 m etinylostradiol och 150 mikrogram levon-
orgestrel, DG/EE=30 mikrogram etinylostradiol och 150
mikrogram desogestrel.

Positivt overraskade av resultaten av undersok-
ningen av patienter med aortaaneurysm beslutade vi
oss for att ta dnnu ett steg. Det dr kint sedan sextio-
talet att kvinnor som behandlas med p-piller 16per
en nagot storre risk att drabbas av vends trombos dn
de kvinnor som inte tar piller (18). Vi borjade déarfor
mata APC-PCI-koncentrationen hos kvinnor som
tog p-piller (Fig. 7).

En grupp kvinnor behandlades under en men-
struationscykel med tva olika sorters p-piller, dels
med 30 mikrogram etinyldstradiol och 150 mikro-
gram levonorgestrel. En andra grupp behandlades
med 30 mikrogram etinyléstradiol och 150 mikro-
gram desogestrel (19). Det ar kint att kvinnor som
behandlas med desostrogel I6per en nagot hogre risk
att drabbas av vends trombos dn de som tar levon-
orgestrel. Det visade sig da att den grupp kvinnor
som behandlats med desogestrel hade en signifikant
hogre koncentration av APC-PCI-komplexet d4n den
grupp som behandlats med levonogestrel (Fig. 7).
Desogestrel tycks alltsa aktivera blodkoagulationen i
hogre grad dn levonorgestrel. Kanske kan APC-PCI-
metoden anvindas for att identifiera de kvinnor om
16per storst risk att fa vends trombos av p-piller.

Vad ska man anvinda APC-PCI-metoden till?
Att APC-PCI-metodens kinslighet dr exceptionell ar

Foto: Henrik Alfthan.
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Klart, liksom att komplexet 4r en vildefinierad analyt,
vilket mojliggor standardisering. Vi har kunnat visa
att metoden skiljer friska fran sjuka individer vid flera
olika sjukdomstillstind dér koagulationen ar aktive-
rad. I vissa av vara studier har symtomduration hos
patienterna varit en faktor som péaverkat utfallet, san-
nolikt till f6ljd av den korta halveringstiden hos APC-
PCI-komplexet. Svarigheten med denna och liknande
biomarkorer ar att de miter aktiveringsgraden vid
tidpunkten for eller strax fore provtagningen. For att
optimera det prediktiva virdet av en sddan analys kan
bestimningen behova upprepas, vilket kan begrinsa
anvandbarheten. Man kan ocksa tanka sig att analy-
sen anvands som ett komplement till D-dimer vid tex
misstdnkt DIC. For det talar att metodens specificitet
ar klart hogre d4n D-dimerer dven om sensitiviteten ar
lagre. Fragan dr om man med hjélp av metoden kan
gora bittre forutsigelser om sjukdomsutveckling,
vilket positivt skulle kunna paverka behandlingen av
patienten (20-23).

Behovet av att kunna folja koagulationsaktivering ar
stort, inte minst i kliniska studier dd man vill utvirdera
behandlingseffekt eller bedéma risk for insjuknande i
venos eller arteriell tromboembolism.
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Diagnosing and monitoring the porphyrias
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for Klinisk Biokjemi, Haukeland Universitetssykehus, Bergen
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Porphyrias are a heterogeneous
group of rare, mainly inherited
metabolic disorders characterised
by excessive production and excre-
tion of haem precursors, that are
caused by abnormal function of
the enzymes in the haem biosyn-
thetic pathway (Table 1) (1). In
symptomatic patients, the diagnoses depend on the
identification of specific patterns of increased haem
precursors in urine, faeces and blood (2). The accuracy
of the diagnoses thus directly influences the quality of
patient care. Notwithstanding, many studies concer-
ning porphyria diagnostics are mainly descriptive in
their approach, and high-quality diagnostic perfor-
mance data is scarce. In most European countries,
the full range of porphyria diagnostics is performed
by specialised laboratories (3). The overall aim of this
thesis was to increase the knowledge on the diagnostic
and monitoring performance of porphyria-related
markers and on the diagnostic efficiency of European
specialist porphyria laboratories.

The use of urinary §-aminolevulinic acid (ALA)
and porphobilinogen (PBG) for monitoring
patients with acute intermittent porphyria

Acute intermittent porphyria (AIP) is characterised
by life-threatening acute attacks with abdominal pain
and neurovisceral symptoms most typically induced
by many commonly used drugs or hormonal chan-
ges. Experts in the field agree that patients invariably
present with increased concentrations of urinary ALA
and PBG when in acute attacks, and this is used diag-
nostically. There is, however, no consensus on or clear
evidence for what urinary concentrations, or changes
in concentrations, are required to diagnose an acute
attack, and most AIP patients have markedly increased
ALA and PBG concentrations also in remission (4,5).

36 | Klinisk Biokemi i Norden - 3 2013

In study I, we therefore assessed the biological varia-
tion of urinary ALA and PBG in order to improve on
the evaluation of serial test results for these markers
(6). Samples were collected by a standardised protocol
once weekly for ten weeks (short-term study period)
for both asymptomatic AIP patients (n = 15) and
healthy individuals (n = 15), extended to two years
for the AIP patients (long-term study period; in total
7 samples). The included AIP patients had either
been in remission for at least two years (n = 9) or had
never experienced acute symptoms (n = 6). Clinical
data were collected with all samples. Examination for
outliers and assessment of homogeneity of variances
were carried out prior to data analysis. Biological and
within-series analytical coefficients of variation were
estimated by analysis of variance with the statisti-
cal model for repeated balanced sub-sampling. The
within-subject biological variations of urinary PBG
and ALA per millimole creatinine were 16% - 20%
for both study groups in the short-term setting and
for PBG 25% in the long-term setting. Based on these
estimates and presuming that pre-analytical variation
is negligible, reference change values (RCV) for uri-
nary ALA and PBG were 50% (short-term one-sided
setting, 97.5% level of confidence). Our study thus
shows that substantial variations in ALA and PBG con-
centrations are apparent in asymptomatic patients and
that RCVs must be applied for the evaluation of serial
test results in patients with potential acute symptoms
or in patients using porphyrinogenic drugs.

Diagnostic strategies for the differentiation of

familial and sporadic porphyria cutanea tarda

Porphyria cutanea tarda (PCT) can be familial, caused
by mutations in the uroporphyrinogen decarboxylase
(UROD) gene, or sporadic (Table 1). Measurement of
UROD activity in erythrocytes has traditionally been
used to differentiate between the two types. In study II,



Table 1. Main clinical presentation and characteristics of the porphyrias.

Acute symptoms
ALA dehydratase deficiency®  Acute attacks/chronic neuropathy ~ ALA dehydratase ALAD AR
&‘zﬁi‘; intermittent porphyria Acute attacks Porphobilinogen deaminase HMBS AD
Acute and cutaneous symptoms
Hereditary coproporphyria Acute attacks and/or skin fragility . .
(HCP) and blisters Coproporphyrinogen oxidase CPOX AD
. . Acute attacks and/or skin fragility . .
Variegate porphyria (VP) and blisters Protoporphyrinogen oxidase PPOX AD
Cutaneous symptoms
Congenital erythropoietic Severe photosensitivity . UROS/
porphyria (CEP) Haemolysis Uroporphyrinogen Ill synthase GATA-1 AR
Porphyria cutanea tarda (PCT)  Skin fragility and blisters Uroporphyrinogen decarboxylase UROD AD/sporadic
Erythropoietic protoporphyria
SFizlzlrJr)ochelatase-deﬁcient E;Irl? leiizzj:tm it Ferrochelatase B
- ALAS2-gain of function (Acute fulminant liver failure) LG AL GRS AR 2. G D

mutation

a AR; autosomal recessive, AD; autosomal dominant, D; dominant.

b ALA; §-aminolevulinic acid.
¢ In addition, sporadic/non-hereditary and toxic variants.

sequencing of the UROD gene was used as the reference
standard to establish different diagnostic strategies for
the differentiation of sporadic and familial PCT and
to examine their diagnostic accuracy (7). In our large
national sample consisting of more than 240 PCT
patients, a UROD mutation was identified in over 50%
of cases. Using this data as basis showed that UROD
activity has high diagnostic accuracy for differentiating
the two types of PCT. Clinical and laboratory data were
also collected for all patients and used to establish other
diagnostic models for the identification of familial PCT.
In clinical practise, however, these models will be popu-
lation-dependent and may have low predictive power.
Two frequently occurring mutations, ¢.636+1G>C and
¢.578G>C, constituted more than 70% of the familial
cases in our Norwegian patient cohort. Gene marker
studies indicated that the latter is a founder mutation
originating in the north-western part of Southern Nor-
way, being the first founder mutation identified for PCT.
In most other populations, familial PCT makes up only
20 - 25% of cases (8-12).

Foto: Henrik Alfthan.
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Diagnostic efficiency of European specialist
porphyria laboratories

Study IIT was based on five distributions of a case-
based external quality assessment (EQA) scheme
including 18 - 21 European specialist porphyria labora-
tories (13). In every distribution, participants received
native urine, faeces and blood samples from a patient
with an equivocal porphyria diagnosis, accompanied
by a clinical case history. Reporting included pre-ana-
lytical (diagnostic strategies based on the clinical case
history), analytical (results for all available porphyria-
related biochemical laboratory analyses with informa-
tion on methodology, units and reference limits) and
post-analytical (diagnosis, reporting and laboratory
report forms) aspects.

Our results showed that the specialist laboratories
applied diverse diagnostic strategies for the diagnosis
of the porphyrias (Table 2). Large variations in ana-
lytical performance were evident in all distributions,
also when reported results were normalised by the
upper reference limits (Table 2). Overall the quality
of the post-analytical phase was high, with most
laboratories providing appropriate interpretations of
laboratory test results and correct diagnoses. Though
it is generally assumed that EQA scheme participa-
tion improves performance in clinical laboratories,
few published studies are available to document this.

In our study, improvements in the applied diagnostic
strategies, a more standardised use of units and sample
collection were observed. Presently about 35 specialist
porphyria laboratories worldwide participate in this
EQA scheme (14).

Conclusions and future perspectives

Quality of care for patients with porphyria diseases is
affected by the fact that they are rare diseases with a
heterogeneous clinical and biochemical expression. In
order to improve the quality of the diagnoses in the
laboratory, participation in a case-based EQA scheme
assessing all aspects of the diagnostic process may
prove useful. Furthermore, methods for biochemical
porphyria-related analyses must be harmonised and
evidence-based diagnostic criteria and data on their
performance established for all the diseases. In order
to obtain large enough patient numbers to produce
high-quality research, data from across countries must
be pooled. The European Porphyria Network (15) has
recently launched the European Porphyria Registry
(EPR), located at the Norwegian Porphyria Centre in
Bergen. The EPR will in future provide an important
tool to increase our understanding and thus the quality
of care for these potentially chronically debilitating and
life-threatening diseases.

Table 2. In two distributions (A and E), samples were from a patient with acute intermittent porphyria. Three first-line analyses

« »

are necessary for adequate diagnostics in such cases, and “n” indicates the fraction of laboratories that selected these first-line ana-
lyses in light of the accompanying clinical case histories. Analytical results are shown for all EQA scheme participants as means,
interlaboratory CVs and results normalised by the upper reference limits (NR).

A
CV
n Mean (%)
Urinary PBG 18/18 53.72 31.0
Faecal fractions; 7/18 0.5 26.2
coproporphyrin isomer IIL:I ratio
Plasma fluorescence 14/18 14/16b

scanning

a In umol/mmol creatinine.

E
NR Cv NR
(median n Mean (%) (median
10th, 90th) . 10th, 90th)
46.5 21/21 6.12 64.4 4.1
(20.1, 65.3) (0.4, 11.4)
17/21 0.6 32.6

19/21 2/20b

b Number of laboratories reporting a positive result out of the total number reporting.
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The role of clinical chemistry in UEMS
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As part of my role in UEMS as president of the
section of Laboratory medicine, I have been asked
by Klinisk Biokemi i Norden to update everyone
on what is currently happening regarding clinical
chemistry from a European perspective.

To ensure that there is no con-
fusion, I will first start by provi-
ding a summary of what UEMS is.
The European Union of Medical
| Specialists (UEMS) is the oldest
medical organisation in EU. It cele-
brated its 50th anniversary in 2008.
With a current membership of 34
countries, it is the representative organisation of the
National Associations of Medical Specialists in the
European Union and its associated countries. UEMS

represents over 1.6 million medical specialists in all the
various specialities. The organisation also has strong
links and relations with the European Commission
and Parliament, other independent European Medical
Organisations, and the European Medical/ Scientific
Societies, see Fig 1.

The structure of UEMS, see Fig. 2 below, consist of a
Council responsible for and working through about 40
Specialists Sections and European Boards that address
training in their respective Specialty as well as incor-
porate representatives from academia (e.g. colleges,
universities). The President, the Secretary-General,
the Liaison Officer, and the Treasurer comprise the
people responsible for the routine functioning of the
organisation.

By its agreed upon documents, the UEMS sets
standards for high quality healthcare practices that are
transmitted to the authorities and institutions of the

UEMS political involvement in
EU Affairs
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Fig. 2. Structure of UEMS.
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European Union and the National Medical Associa-
tions, encouraging and motivating them to implement
its recommendations.

Section and Divisions

The various Specialist Sections represent the inte-
rests of their particular Specialty. A new Specialist
Section is created if at least 1/3 of the member states
recognise it as an independent specialty. Each dele-
gation to a Section shall consist of 2 delegates from
each member country of the UEMS nominated by
their medical association. A Section may create one
or more divisions under the responsibility of the main
Section, which forms an integral part of its practice,
and involves a recognised higher training program.

Key activities carried out are:

o Postgraduate training

o Continuing medical education and professional
training

o Quality assurance in medical practice

Our Section of Laboratory Medicine

Laboratory Medicine includes five subdivisions; general
laboratory medicine, haematology and transfusion med-
icine, immunology, clinical chemistry, and genetics. Our
section holds two meetings each year, and at these mee-
tings on average around 20 countries are represented.

‘What are we currently working on?

Our focus is on the education of physicians in the
laboratory. The aim is to harmonize the European
specialisation so that doctors in the future can work
in different countries within the EU without issues.
We have written and published a Blue Book where we
describe the minimum quality standard for a medical
professional to become a specialist. Since this goal is
not yet reached we have a “Fellowship of the European
Board of Laboratory Medicine/Medical Biopathology”
that can be applied for. If a laboratory would like to have
an official visitation, to investigate whether a laboratory
is of high enough quality to educate doctors to become
specialists in laboratory medicine we can supply them
with knowledgeable inspectors.
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UEMS as such has declared a statement about con-
tinued professional education and we therefore assist
EACCME (The European Accreditation Council for
CME) with the accreditation of educational events
in our area of expertise. Furthermore, together with
EFLM (European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine) we arrange a joint congress with
the theme of the laboratory being a bridge between the
clinicians and the patients. Our next congress with be in
Liverpool, England, United Kingdom in 2014. Together
with EFLM we also have a working group on guidelines
chaired by one of our delegates, Wytze Oosterhuis, MD.

We try to increase the visibility of the physician in
the laboratory and have recently had a paper on this
subject accepted (1).

We are soon ready to launch our new website to make
it easier to follow along what is happening in Europe. I

Fig 3. Picture taken at our latest section meeting in April
2013 in Stuttgart, through the window of the Mercedes-Benz
museum.
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have learned that even though the speed of European
collaboration might feel slow, it is here where things are
developing. The last few years we have streamlined our
way of working in the section, improving our outcome
and the financial situation, which means that we can
now offer travel grants to junior physicians to participate
in our joint Congresses.

Is there a Nordic voice in UEMS?

The result of our work depends on our delegates’ true
passion as all work is done in our free time (Fig. 3).
Having come this far in the letter, I have finally reached
the important question. Clinical chemistry is a small
specialty in Europe. In the Nordic countries and in the
Netherlands we have a common way of viewing speci-
alties, but since only Finland and Sweden are sending
delegates our voice is not very powerful. In the Nether-
lands the register for physicians has been closed for a
couple of years, but it is a long fight that I hope will
soon find an amicable solution. Even if we might use
the word clinical chemistry we interpret it differently in
Europe, e.g. in England haematology is not included in
clinical chemistry as it is in Sweden. In most of Europe,
the physicians are educated in general laboratory medi-
cine including microbiology, not in a single speciality.
At our divisions meetings the clinical chemistry division
and the general laboratory medicine division have their
meetings together because we realize that our problems
and solutions are similar.

My personal view is to emphasize the necessity to
have physicians in the laboratories, and that they need
to be well educated. Whether they are specialists in
Clinical chemistry or General laboratory medicine is
of secondary importance.

A short report from each meeting can be found on
the Swedish Association for Clinical chemistry’s home-
page (http://www.kliniskkemi.org/foereningen/arkiv/
internationellt/uems/).

Greetings from the section of Laboratory medicine
with hope to have delegates from all Nordic countries
in the future!

References

1. Misbah SA, Kokkinou YV, Jeffrey K, Oosterhuis
W, Shine B, Shuh A, Theodoridis T. The role of
the physician in laboratory medicine: a European
perspective. ] Clin Pathol 2013; 66:432-437.



Kontroll av reagensbatcher med hjilp av frysta
patientpooler - Ett bra komplement till vara 6vriga

kontrollprogram

Anders Larsson och Mats Flodin

Klinisk Kemi och Farmakologi, Akademiska Sjukhuset, Uppsala

Normalt anvinder vi oss av en kombination av intern- och externkontroller for att overvaka riktigheten

hos vdra analyser. Detta fungerar i de flesta fall mycket bra, men som vi vet dr inga kontrollsystem ofel-
bara. Ett problem med externkontroller dr att vi analyserar dem ganska sdllan vilket innebdr att vi kan
ha hunnit med att analysera och rapportera ett stort antal prover innan vi far resultaten fran den ndsta

externa kontrollen och vi uppticker att vi har en avvikelse i analysresultat.

Vi kan ocksd anvinda oss av patientmedelvirden
men &ven hér brukar vi behova resultat fran atskilliga
dagar innan vi reagerar pé en avvikelse. Det kan i vir-
sta fall innebira att vi rapporterat tusentals felaktiga
resultat innan vi uppticker att vi lamnar ut felaktiga
analysresultat. Allt detta skall ju givetvis stoppas av
en vil fungerande internkontroll. Tyvirr ér det sa att
internkontroller inte alltid ar helt palitliga och enligt
var uppfattning dr den storsta risken nér reagens och
kontroll kommer fran samma tillverkare. Den leveran-
tor som inte ser till att deras egna kontroller stimmer
overens med reagenset méste ha mycket daliga rutiner,
for att inte sdga att de 4r klantiga. Det innebdr att om
reagenset har dndrat niva sd kan man nastan utgd fran
att kontrollen ocksa har dndrat sig i motsvarande grad

Figur 1. Utfallet av upprepade
internkontroller i det fall varje rea-

och vi kommer dérfor inte upptéicka fordndringar i
analysresultaten via internkontrollen. Det dr litt att
sdga att reagens och kontroll alltid skall vara fran olika
leverantorer men praktiskt dr det inte alltid mojligt att
gora sa. Eftersom vi i regel bara har tvé kontrollnivaer
sd vet vi inte heller om det upptridder avvikelser pa
andra nivaer med hjalp av internkontrollerna.

Under de senaste aren tycker vi att det blivit betyd-
ligt vanligare att kalibreringen av de antikroppsbase-
rade metoderna borjat glida ivag frén den ursprungliga
kalibreringen. For ndrvarande har vi i Sverige fun-
deringar kring firmakalibreringar av CRP, albumin,
antitrypsin, HbAlc och cystatin C, for att bara ndmna
nagra metoder Jag forstar inte varfor det hinder nu.
Beror det pa bytet till nya IFCC kalibratorer for prote-

l Batchbyten

gensbatch har en ndgot ldgre kalibre-
ring dn foregdende.
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inanalyser och att firmorna dé passat pa att dndra sina
rutiner? Kan det bero pé generationsskiften pa foreta-
gens kvalitetsavdelningar och att den nya generationen
inte kommit in i rutinerna? Ar det vi som blivit mer
observanta pa fordndringar?

Vi kan bara konstatera att vi tycker att problemen
har 6kat och att det verkar som om flera av véra leve-
rantorer enbart anvinder sig av rutiner som bygger pa
att man jamfor resultaten for den nya reagensbatchen
med den gamla. Om skillnaderna 4r inom accep-
tansgrinserna s accepterar man den nya batchen.
Problemet 4r da att om resultaten sjunker med nagra
procent per batch sa klarar man acceptansgrdnserna
for den enskilda batchen men efter 10 batcher sa har
man kanske sidnkt nivan med 20 % (Figur 1). For oss
pa laboratorierna sa innebdr det att resultaten inom
en batch dr stabil men vi far en successivt sjunkande
trend. Det ér en typ av resultatférandring som vi tro-
ligen &r lite lingsamma pa att uppméarksamma. Vi har
under de senaste 7 dren uppmérksammat att tvd av de
antikroppsbaserade reagensen som anvindes i Sverige
hade sjunkit med 20-25%. Vi utvirderade ocksé ett
cystatin C reagens for nagra ar sedan dér vi genom
att dndra instrumentinstallningarna kunde férandra
patientresultaten med 50 % utan att paverka resultaten
for kontrollerna. En sddan detalj som att vi minskade

pipetteringshastigheten p& reagensproben (6vriga
parametrar ofordndrade) kunde foérdndra resultaten
for patientproverna med 20 % utan att paverka kon-
trollresultaten. Sadant gor oss mycket bekymrade da
det dr svart att skydda sig mot den typen av fel. Firman
har sedan dess 16st problemet, men vér oro finns kvar.
Om detta kan hianda med reagens fran en leverantér
vad utesluter att det inte hinder med reagens fran en
annan leverantor?

Detta var starkt bidragande orsaker till att vi 2006
inférde en batchkontrollrutin dér vi analyserade varje
ny reagensbatch med frysta patientprover for att for-
sikra oss om att vi inte hade metodglidningar i vér
rutinmetod for cystatin C.

Vi gjorde 10 olika patientpooler som téckte interval-
let fran < 1 mg Cystatin C/L till > 6 mg Cystatin C/L.
Vivalde att ha fler pooler i intervallet 1-1,5 mg/L di de
flesta patientproverna ligger inom detta intervall och
vi uppfattar det som det kliniskt viktigaste omrédet.
Vi ville darfor vara extra sikra pa att vi inte fick ett
nivaskift inom detta intervall. Patientpoolerna frystes
ner i ett stort antal ror i -70 frys. I samband med infrys-
ningen asattes varje pool ett Cystatin C vérde. Vi kan
sedan ta fram ett nytt ror varje géng vi skall kontrol-
lera en ny batch och slipper problem med paverkan av
upprepade frys/tiningscykler.

Figur 2. Resultat fran analys av patient-
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poolerna med den nya reagensbatchen.
Batchen uppfyller kvalitetskriterierna enligt
vdra ursprungliga kriterier (Slope 1,00 +
0,03; Intercept + 0,05 och Bias + 5%).
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Figur 3. Resultat frian analys av patientpoolerna med den nya reagensbatchen. Batchen uppfyller kvalitetskriterierna enligt de

reviderade kriterierna.

Vi bestdmde oss for 10 pooler nar vi lade upp denna
kontrollrutin. Det gér givetvis att variera antalet punk-
ter man kontrollerar, men det viktiga ér att man kon-
trollerar det omrade som man tycker ér kliniskt viktigt.
Fordelen med att gora egna patientpooler jamfoért med
kommersiella kontroller &r att det ar lattare att skapa
kontroller pa lite "ovanligare” nivaer da vi kan néja oss
med 50 mL per pool eller nagot liknande. Nackdelen
ar att metoden dr begransad till analyter som man kan
forvara frysta under lang tid.

Hur skall man sedan kontrollera resultaten av dessa
batchkontroller? Ursprungligen bestimde vi oss for
att gora en linjir regressionsanalys och att varje ny
batch skulle uppfylla kvalitetskraven: Slope 1,00 +
0,03; Intercept + 0,05 och Bias + 5 % (Figur 2). Even-
tuell avvikelser fran dessa mal skulle underkannas.
Dessa rutiner fungerade bra, men vi borjade efter ett
tag fundera 6ver om dessa kvalitetsmal var optimala.
En linjar regressionsanalys tar storre hansyn till de
hoga resultaten (> 6 mg/L) medan det kliniskt viktiga
omrédet dr i intervallet 1-1,5 mg/L. I praktiken s& har
en 10 % avvikelse i cystatin C resultat runt 7 mg/L
en mycket liten effekt pa det estimerade GFR virdet.
Det har medfort att vi for cystatin C har reviderat vara
kvalitetsmal for att fa storre fokus pa GFR intervallet
60-90 ml/min/1,73m2. Numera omvandlar vi darfor
cystatin C koncentrationen till ett estimerat GFR och
har numera istillet foljande kvalitetskrav f6r batchgod-

kannande: eGFR < 30: + 1 ml/min/1,73m2; 30-60: + 2
ml/min/1,73m2 och 60-90: + 3 ml/min/1,73m? (Figur
3). De reviderade kriterierna minskar fokus pa de hoga
cystatin C koncentrationerna nir vi kontrollerar nya
batcher. Var uppfattning ér att de senare kvalitetskra-
ven dr béttre anpassade till de kliniska behoven 4n vara
ursprungliga kvalitetskrav. Vi har haft dessa rutiner
sedan 2006 och samtliga reagensbatcher som vi anvant
i rutinen har uppfyllt dessa kvalitetskriterier. Ett krav
pa en avvikelse pa max + 1 ml/min/1,73m?2 i intervallet
under 30 kan lata som vildigt snavt, men det har aldrig
varit nagot problem att klara detta kriterium. Sannolikt
skulle man kunna ha ett 4nnu snévare kriterium i detta
intervall men kliniskt 4r dock kravet fullt tillrackligt.

Det ér givetvis ett merarbete att kontrollera varje ny
reagensbatch med patientpooler sd vi har bara dessa
rutiner fér metoder dir vi misstinker att det kan
forekomma reagensproblem. Arbetet med att kora 10
extra prover ndr man byter batch dr dnda en relativt
liten arbetsinsats. Samtidigt ar det skont att kidnna sig
siker pa att varje ny reagensbatch uppfyller véra krav.
Det finns ett talessitt att ett gott samvete dr den basta
huvudkudden men vetskap om att laboratoriets meto-
der uppfor sig som forvintat dr ocksd en bra huvud-
kudde. Med patientpooler som batchkontroll kan man
kanna sig sédkrare pa att metoderna haller den kvalitet
som man kan forvinta sig.



Doktorgradsavhandling:
Tyrosinemi type I

Yngve Thomas Bliksrud

Avdeling for Medisinsk Biokjemi, Oslo Universitetssykehus, Oslo

yngve.thomas.bliksrud@ous-hf.no

Yngve Thomas Bliksrud forsvarte
30. november 2012 sin avhandling
“Hereditary tyrosinaemia type I,
| Studies on the molecular genetics
- and DNA repair enzymes” for gra-
den ph.d. ved Universitetet i Oslo.
Magnar Bjoras, Helge Rootwelt og
Berit Woldseth var veiledere og
arbeidet ble utfort ved Avdeling for medisinsk biok-
jemi, OUS, Rikshospitalet.

Tyrosinemi type I er en medfedt stoffskiftesykdom
som forekommer litt hyppigere i Norge enn i de fleste
andre land. Den arves autosomalt recessivt, skyldes svikt
i enzymet fumarylacetoacetat hydrolase (FAH) som
katalyserer siste trinn i tyrosinnedbrytningen (se figur).
Blokaden forer til opphopning av skadelige metabolitter
som fumarylacetoacetat (FAA) og succinylaceton (SA).
Sykdommen oppdages i barnealder og rammer i hove-
dsak lever, men ogsa nyrer og nervesystem. Tyrosinemi
type I er assosiert med ustabilt DNA og okt mutasjons-

tyrosin

4-0OH-fenylpyruvat

|

homogentisat

|

maleylacetoace
l succinylacetoacetat

fumarylacetoacetat
fumarylacetoacetate |l tyrosinemi

iy
hydrolase type 1 succinylaceton

Figur 1. Tyrosin brytes ned i fem trinn hovedsakelig i levercel-
ler. Tyrosinemi type I er en svikt i enzymet FAH som kataly-
serer siste trinn. Svikten forer til opphopning av blant annet
fumarylacetoacetat og succinylaceton.
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frekvens i hepatocytter. Den sterkt okte risikoen for
hepatocellulert carcinom (HCC) ved tyrosinemi type
I er et uttrykk for dette. Et annet uttrykk for hoy muta-
sjonsfrekvens er et merkverdig fenomen med spontan
korreksjon av medfedte genetiske feil i leverceller hos
tyrosinemipasienter som ble beskrevet i 1994. Levre fra
tyrosinemi type I-pasienter som var tatt ut pga levercel-
lekreft ble undersekt. I et stort flertall av disse ble det
foruten kreftsvulster pavist cellekloner (ikke kreftceller)
som tilsynelatende var blitt friske av sin tyrosinemi type
I. Enzymet FAH ble pavist ved immunhistokjemi i disse
cellene til forskjell fra vevet omkring. Sekvensering av
FAH-genet i de samme cellene viste at én av de to med-
fodte mutasjonene var korrigert til frisk variant. Den
genetiske korreksjonen har blitt forklart som et tilfeldig
utslag av okt mutasjonsfrekvens i levercellene hos disse
pasientene. Mekanismen bak den okte mutasjonsfrek-
vensen og den hoye kreftrisikoen er ufullstendig forstatt,
men opphopning av alkylerende metabolitter, oksida-
tivt stress og redusert glutathionkonsentrasjon inngar
i patofysiologien.

Ved vart laboratorium for utredning av medfedt stoff-
skiftesykdom, som er det eneste i sitt slag i Norge, har
30 norske pasienter fatt diagnosen tyrosinemi type I de
siste ca. 30 ar. I gradsarbeidet blir DNA-forandringer i
19 av disse pasientene beskrevet, det gis en oversikt over
mutasjonene i den norske befolkningen inkludert tre
sma delesjoner som ikke tidligere er beskrevet. Arbei-
det viser at det er i alt minst 9 ulike sykdomsgivende
mutasjoner i den norske befolkningen, og at 65% av
de norske pasientene er sammensatt heterozygote (to
ulike sykdomsgivende mutasjoner). Den noe heoyere
forekomsten av tyrosinemi type I i Norge (1 pr 74.800
levendefgdte) sammenlignet med de fleste andre land
skyldes dermed et relativt heyt antall sykdomsgivende
mutasjoner i befolkningen. Dette til forskjell fra andre
deler av verden med okt forekomst hvor érsaken er
“founder effects” eller inngifte.

En alternativ forklaring pa fenomenet med spontan
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korreksjon av medfedte mutasjoner blir beskrevet i
avhandlingen. I én levercelleklon fra én pasient pavises
en intragen suppressormutasjon. Pasientens primeermu-
tasjon svekker et spleisesete i FAH-genet. Sekvensering
av FAH-genet viser en nyoppstitt mutasjon som gir
mer effektiv spleising og sdledes motvirker effekten av
primarmutasjonen. Funnet stotter antagelsen om okt
forekomst av mutasjoner i lever ved tyrosinemi type
I og bidrar ogsa til generell forstaelse av betingelsene
for spleising.

Effektiv DNA reparasjon er en forutsetning for &
opprettholde DNA molekylets integritet i cellen. Svekket
DNA reparasjon er assosiert med gkt mutasjonsfrekvens
og fare for cancerutvikling. I avhandlingen gir inhibis-
jonsstudier av baseutkuttingsreparasjon (BER) et nytt
og viktig bidrag til forstaelsen av DNA ustabiliteten ved
tyrosinemi type I. Metabolittene FAA og SA undersokes

som potensielle hemmere av ulike glykosylaser. Arbei-
det viser at FAA hemmer flere glykosylaser med felles
substratspesifisitet og saledes ferste trinn i BER. En
slik svekkelse vil bety redusert forsvar mot mutagene
DNA-skader. SA viste ikke hemmende effekt. Svekket
BER kan saledes utgjore en felles mekanisme bak den
spontane genetiske korreksjonen og den store faren for
leverkreft ved tyrosinemi type I.

Referenser

“Hereditary tyrosinaemia type I, Studies on the
molecular genetics and DNA repair enzymes”
Medisinsk fakultet, Universitetet i Oslo. ISBN 978-
82-8264-399-3, No. 1436

Den vandrande vetenskapsmannen:

At spise cuy i Quito

Palle Wang

“Lediggang er da saa langt fra at veere Roden til det
Onde, at den snarere er det sande Gode. Kjedsom-
meligheden er Roden til det Onde, den er det, der
maa holdes borte. Lediggang er ikke det Onde, ja man
maa sige, at ethvert Menneske, der ikke har Sands
derfor, derved viser, at han ikke har heevet sig til det
Humane.

(S. Kierkegaard i Enten-Eller)

Det rammer os alle for eller senere.
Den dag, hvor afskedsreceptionen
og middagen er overstdet, rodvinen
T er baret i keelderen og bogerne lagt
= » frem til senere leesning.
ﬂ T S4 sidder man der og teenker.
\ l ‘ Hvad F..... skal jeg nu lave?

"WEE De fleste svarer: Golf. Men sport
har aldrig interesseret mig - og hvorfor dog skaffe sig
et handicap?
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Det er klart, at flere muntre sysler i lediggangen
hjeelper med at holde Kjedsommeligheden borte. Laes-
ning, musik, kajakroning, finde frem til vaekster som
drabersnegle ikke gider ade, KBNs annoncerer og
regnskaber osv. Per Simonsson tog mig med som gast i
flere omgange under hans odyssé til Portugal - herligt!

At studere sprog er en interessant mulighed. Det er som
en rejse i et ukendt landskab, hvor der af og til dukker pej-
lemzerker op fra andre sprog. Og samtidig en undersogelse
afhvor meget af ens cerebrale kapacitet og indleeringsevne
der er tilbage efter alle disse &r. Spansk pé aftenskole i tre
ar gav mig en del grammatik og gloser, men ikke talefer-
dighed endsige forstaelse af det talte sprog.

Ecuador er kvintessensen af Sydamerika. Hoje bjerge,
brede strande, jungle og de enestdende Galapagosaer.
Folket er venligt og taler et langsomt, tydeligt spansk.
Der er mange sprogskoler, flest i Quito, og jeg fandt
frem til Cristobal Colon Spanish School der. Skolen
havde tilknytning til et "hostal” og kunne ogsa arrangere
ophold hos private familier.



Min underviser, Estefania, var en 26-4rig mestizsken-
hed, som var fuldkommen nédeslgs. Mine fortvivlede
forseg pa at komme over pa engelsk, som hun forstod
og talte udmeerket, lod hende helt kold. Den forste uge
talte jeg mere spansk end i de tre ar p4 aftenskolen. To
timers undervisning hver morgen og min hjerne var
bleest. Hun udviste dog en vis forstaelse ved at sporge
efter en time: “Quieres café?” Det gjorde jeg. Og s var
der skriftlige opgaver bagefter.

Estefania havde en bachelorgrad i litteratur og en
keerlighed til iseer argentinsk lyrik. Da jeg fandt ud af
det, kunne jeg lokke hende vak fra verbers bgjninger
og konjunktivs betydning for det rette udtryk af folel-
ser pa spansk til samtaler om litteratur og hverdagsliv
i Ecuador.

Pa hostalet var gaesterne en blandet flok. Der kom
grupper af unge piger, mest fra USA og Canada, hvis
velhavende foreeldre havde sendt dem pé en tre mane-
ders dannelsesrejse til Sydamerika, overvaget af to
erfarne guider. Der var de faste beboere - Frieda, en
irsk pensioneret sygeplejerske, som nu underviste bern
i engelsk pa en skole i et slumkvarter, Peter, der var
software engineer fra Los Angeles og som arbejdede i
en bank over nettet, Sylvia fra Berlin, der var ansat i et
rejsebureau i Quito og alle deres venner, der kom forbi.

Den mest flamboyante var Jonathan, en 23-arig fyr,
som var fra Quito og underviste pa Friedas skole — og
Frieda med - i spansk. Jonathan havde langt, sort, krellet

har og gik i sorte stramme bukser og sort leederjakke.
Den forste gang jeg traf ham underviste han os i syda-
merikansk heflighed, vistnok udlest af, at jeg kom ind
i feellesstuen, kiggede mig rundt og sagde "Hi”. Man gar
rundt til alle, praesenterer sig, giver hdnd og sperger til
deres befindende. Og ikke som det amerikanske "How
are you” som ikke indeholder den mindste interesse for
ens fysiske eller psykiske befindende.

Frieda kunne ogsé forklare, hvorfor unge sydameri-
kanere var s& darlige til engelsk. De leerere pd hendes
skole, der underviste i sproget, foretrak at tale spansk
med hende - deres engelsk var simpelthen for elendigt.

Vertinden pa hostalet, Sra. Julia, havde en tendens til,
som Frieda sagde:” play games with money” Hvis man
fx bor pa et hostal fra mandag til lordag ville vi regne
det for fem overnatninger, men Sra. Julia talte dagene
og sé bliver det til seks. Det gik ellers fint at tale spansk
med hende, men i visse situationer blev det umuligt for
hende at forsta hvad jeg mente. Jeg endte med at betale
hvad hun forlangte — veerelset kostede kun 13 US$/dag.

Hvad jeg fik ud af det? Jeg satte min hjerne pa prove
og fandt ud af, at jeg kunne lere spansk til husbehov
(med en masse fejl og kun meget begraenset anvendelse
af konjunktiv), jeg traf en masse sjove mennesker og
lzerte et smukt og charmerende land og folk at kende.

Hvad cuy er? Det er marsvin (guinea pigs) som fas
grillet eller i en suppe. Det var en hovedret hos inkaerne
og indgar stadig i den daglige kost i Ecuador.
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Til manuskriptforfattere

Litteraturhenvisninger nummereres i den rekkefolge de angis i manuskriptteksten og skrives i Vancouver-stil. Dersom artikkelen
har mer en syv forfattere listes de seks forste etterfulgt av “et al”. Forfatternes etternavn skrives forst, deretter initialer (for og
mellomnavn), forfatterne skilles ved komma og punktum settes etter siste forfatters initialer evt. etter “et al”. Punktum brukes
ogsa etter tittel pa artikkelen. Journalnavn forkortes som angitt i Pubmed, liste over forkortelser finnes i LinkOut Journals. Etter
journalforkortelsen folger et mellomrom, rstall for publikasjonen, et semikolon, volum nummer, et kolon og sidetall. Overflo-
dige sidetall fjernes, som vist i eksempelet 1989;49:483-88. Personlige meddelelser (inkludert fullt navn og érstall) og produkt

informasjon skal ikke sta i referanselisten men refereres i manuskriptteksten.
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Journal artikkel med inntil syv forfattere:
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raproteinemia on capillary zone electrophoresis caused by
geloplasma. Clin Chem 2006;52:2309-11.
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2. Fiechtner M, Ramp J, England B, Knudson MA, Little RR,
England JD, et al. Affinity binding assay of glycohemoglobin
by two-dimensional centrifugation referenced to hemoglo-
bin Alc. Clin Chem 1992;38:2372-9.

Abstrakt:

3. Hortin GL, King C, Kopp J. Quantification of rhesus monkey
albumin with assays for human microalbumin [Abstract].
Clin Chem 2000;46:A140-1.

Bok kapitler:

4. Rifai N, Warnick GR. Lipids, lipoproteins, apolipoprote-
ins, and other cardiovascular risk factors. In: Burtis CA,
Ashwood ER, Bruns DE, eds. Tietz textbook of clinical
chemistry and molecular diagnostics. 4th Ed. St. Louis:
Elsevier Saunders 2006:903-81.

PhD teser:

5. Haughton MA. Immunonephelometric measurement of
vitamin D binding protein [MAppSci thesis]. Sydney, Aus-
tralia: University of Technology, 1989:87pp.

On-line publisert artikkel som ennd ikke er trykt:

6. Milbury CA, Li J, Makrigiorgos GM. PCR-based methods
for the enrichment of minority alleles and mutations. [Epub
ahead of print] Clin Chem February 6, 2009 as doi:10.1373/
clinchem.2008.113035.

Supplement:
7. Castelli WP. Lipids, risk factors and ischaemic heart disease.
Atherosclerosis 1996;124 Suppl:S1-9.

Internett kilde:

8. American Association for Clinical Chemistry. AACC con-
tinuing education. http://www.aacc.org/development/ce/
pages/default.aspx# (Tilgjengelig Mars 2012).

Se ogsa NFKK's og KBN’s hjemmeside: www.nfkk.org

Nordisk Forening for Klinisk Kemi (NFKK)

NFKK har som oppgave 4 arbeide for utviklingen av det nordisk samarbeide innen klinisk kjemi med spesiell fokus pa forskning, faglig
utvikling og utdanning. Den bestér av medlemmene i de vitenskapelige foreningene for klinisk kjemi i Danmark, Finland, Island, Norge
og Sverige. Aktiviteten i NFKK foregr i like arbeidsgrupper og komiteer. Foreningen har det vitenskabelige ansvar for Scandinavian Jour-
nal of Laboratory and Clinical Investigation (SJCLI), har ansvar for utgivelse av Klinisk Biokemi i Norden, og stér bak arrangering av de
nordiske kongresser i klinisk kjemi.

Det navaerende styre bestar av Nete Hornung (Randers), Henrik Jorgensen (Bispebjerg), Tuula Metso (Helsingfors), Harri Laitinen
(Helsingfors), Jon Jéhannes Jonsson (Reykjavik), Ingunn Porsteinsdéttir (Reykjavik), Tor-Arne Hagve (Oslo), Helge Rootwelt (Oslo),
Mattias Aldrimer (Falun) och Per Bjellerup (Visteras).

Ordforande: Ingunn Porsteinsdéttir. Sekreterare: Tuula Metso.
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Sjukhuskemist Henrik Alfthan
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