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Star dogmer for fald?

Linda Hilsted

“QOvelse gor mester” og “kvalitet
frem for naerhed” - er to dogmer,
som Sundhedsstyrelsen har anvendt
| som grundprincipper i Specialeplan
2016. 1 2008 gav den danske Sund-
hedslov Sundhedsstyrelsen hjem-
mel til at fastseette kriterier for og
bestemme hvilke afdelinger, der
matte udfere hvilke opgaver i Danmark. Baggrunden
var bl.a., at man fx pé ovariecanceromrédet i Dan-
mark havde en meget hej mortalitet. De kirurgiske
indgreb blev udfert pa over 25 afdelinger i landet,
nogle steder med kun fé operationer pr. ar. S& opga-
ven blev i Specialeplanen for de enkelte specialer, at
definere hvilke opgaver, man sa som hovedfunktion
(= udfores pa alle afdelinger), regionsfunktion (= 1-3
steder pr. region) og hejt specialiseret funktion (=
1-3 steder i landet). Mens det forekom umiddelbart
forstaeligt i eksempler som behandling af ovariecan-
cer, fandt nogle klinisk biokemikere det overflodigt,

meningslest og begrensende at skulle inddele vores
speciale pd denne made. Som daverende formand for
specialeselskabet i Klinisk Biokemi i Danmark var jeg
med til at fastholde, at vores speciale er sd komplekst
med s& mange specialfunktioner, at vi ikke adskiller
os fra andre specialer, med andre ord specialeplanen
var lige sd relevant for os. Specialeselskabet define-
rede en rakke specialfunktioner (bl.a. udredning af
haemofili og thrombofili, paraproteinemi, porfyri
samt en reekke molekylergenetiske undersogelser,
sjeeldne medikamentanalyser m.v.). Afdelingerne bed
derefter ind pa funktionerne og skulle dokumentere
over for Sundhedsstyrelsen, at de opfyldte kriterierne
for at varetage funktionen (antal specialleeger, antal
udferte specialanalyser, publikationer m.v.). Der
fulgte sd en lang efterfolgende horing og dialog, hvor
regionerne ogséd var ind over, for der jo ogsa betydelig
regionspolitik i dette emne, ikke kun faglighed! Afde-
lingerne blev godkendt til at udfere funktionerne,
nogle steder dog som samarbejdsfunktion med en

Foto: Henrik Alfthan.
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specialiseret afdeling, og det klinisk biokemiske liv
gik videre. Nogle fa steder med en anarkistisk hold-
ning, idet man valgte at fortseette med at udfere en
funktion, selv om man ikke havde fiet godkendelse
til det! Sundhedsstyrelsen var pa det tidspunkt ikke
rigtig naet til at forholde sig til, hvordan en menings-
fyldt monitorering skulle finde sted.

12015 var det tid for en ny runde. Set i det store
nationale perspektiv har Specialeplanen veret en
succes bl.a. dokumenteret med forbedrede behand-
lingsresultater, og en reekke lande er interesserede i
at gore Danmark kunsten efter. Igen blev der nedsat
arbejdsgrupper i de enkelte specialer med repraesen-
tanter udpeget af regionerne og af specialeselskabet.
Sundhedsstyrelsen sad for bordenden. Tiden var
kommet til at lave status over, hvordan det var gaet,
havde vi ramt rigtigt sidste gang, hvad var dukket op
af nye potentielle specialfunktioner, og var tidligere
specialfunktioner nu blevet s& “nemme” at udfere
og fortolke, at begraensningen kunne ophaeves. Selve
arbejdsgruppens arbejde forleb ret gnidningsfrit, vi
kom ikke igennem over for Sundhedsstyrelsen med
alle vore ensker, men det gik bedre end forventet.
Nogle nye funktioner kom til, og fx molekylaergene-
tiske analyser endredes fra hojtspecialiseret funktion
til regionsfunktion. Hvad der derimod var kompli-
ceret var at en reekke laboratoriespecialer bed ind
pé funktioner, som Klinisk Biokemi har varetaget i
arevis. Hvis de andre specialer havde fiet alle deres
onsker imgdekommet, havde Klinisk Biokemi stort
set kun haft almen biokemi og haematologi tilbage...

e e

Foto: Henrik Alfthan.
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Afklaringen var tydeligvis kompliceret for Sundheds-
styrelsen - for hvad er begrundelsen for, at analyser,
der hedder fx noget med ”...genetik”, ikke kun skal
udferes i Klinisk Genetik? I vores speciale var vi
meget eksplicitte med at melde ud, at man ikke kan
mene at en teknologi skal begrenses til et speciale.
Det vil veere begransende for den sundhedsfaglige
udvikling, og i strid med al sund fornuft. Kompeten-
cer inden for storproduktion, kvalitetssikring i bre-
deste forstand, bioinformatik, forsyningssikkerhed
m.v. skal derimod vere udslagsgivende - i trdd med
at ovelse gor mester. Men det var tydeligt, at speciale-
afgreensningen er vanskelig at gennemskue, ogsa for
os selv. Meget er betinget af tradition, hvem har veret
hurtig til at se og gribe mulighederne (det har Klinisk
Biokemi ofte), og hvem har veeret lidt langsommere,
det har tit veeret udslagsgivende, mere end en klart
defineret og fagligt logisk skillelinje.

Ansegningsprocessen fortsatter dret ud, sa kom-
mer der en heringsrunde, og i lebet af 2016 kommer
Specialeplan 2016 pa plads. Dogmerne stéir ikke for
fald - men der er stillet spergsmalstegn ved afgraens-
ningen mellem vore specialer, et spargsmalstegn der
ogsa vil udfordre vores speciale i de kommende ér.
I andre lande er ikke sket vaesentlige sammenleeg-
ninger af laboratoriespecialerne — men et oget sam-
arbejde pa tveers af specialerne frem for territorial
adferd synes veesentlig.

Link til Sundhedsstyrelsens specialeplanleegning
2015-2016 kan findes pd Dansk Selskab for Klinisk
Biokemis hjemmeside: www.dskb.dk.



Ordfoérandespalt

Yngve Thomas Bliksrud

Nordisk forening for klinisk kjemi
hadde styremote i Helsingfors 30.
oktober. Helsingfors er en staselig
= og vakker by. Selv forbinder jeg
4 den forst og fremst med klas-
& sisk musikk bide fordi jeg alltid
har veert meget begeistret for Jean
Sibelius, men serlig etter en gang
a ha tilbrakt en stralende helg i det beremte Sibelius-
akademiet som deltager i en stor internasjonal kor-
festival. Det ville vaere en overdrivelse & kalle vare
dreftinger under NFKK’s styremote for sang, men
jeg synes diskusjonene var velklingende, det oppsto
aldri noen skjerende disharmoni, metet hadde driv
og fremdrift, og det var fin balanse mellom alle stem-
mer. Jeg har med andre ord all grunn til fortsatt a
forbinde Helsingfors med musikalitet.

Det var en glede for styret & kunne fastsla at ”The
first Nordic Course in specialist training” med tit-
tel "The Professional role of a Clinical Biochemist/
laboratory Doctor” var en stor suksess. Tilbakemel-
dingene fra deltagere og forelesere har veert gode
bade med hensyn til program og gjennomforing.
Nete Hornung fra Randers Regionalhospital, som var
ansvarlig for det hele, far med dette stor og ektefolt
takk av NFKK-styret for det betydelige arbeidet hun
har lagt ned. Nete var invitert til styremote i Hel-
singfors for & drefte videre planer med bakgrunn i
erfaringen fra kurset i Charlottenlund, men datoen
passet dessverre ikke. Styret noyde seg derfor i denne
omgang med a sla fast at NFKK vil etablere kurset
som en fast rutine for leger i spesialisering, og at en
passende frekvens kan vaere hvert fjerde ar. Videre
drefting og mer detaljert planlegging vil finne sted
ved neste styremote som Nete vil fa invitasjon til.

Status for det neste Nordic Congress in Clinical
Chemistry ble gjennomgatt. Ogsa dette matet fin-
ner sted i Danmark, nermere bestemt 14. — 17. juni i
Odense. Styret kunne sla fast at det hele virker meget
lovende, at arbeidet gir fremover slik det skal, og at
programmet som vanlig bade blir sentralt, variert
og meget interessant. Vi oppfordrer alle til a studere
timeplanen pa nettsiden www.nfkk2016.dk, seke

tillatelse til og midler om & delta og for ovrig glede
seg til kongressen.

Om ikke lenge vil etter all sannsynlighet Sverre
Sandberg ved Haukeland Universitetssykehus i Ber-
gen ta over som president i The European Federa-
tion of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(EFLM). Det kan vi alle vere stolte og glade over, for
i en sa forskningstung disiplin som viér er internasjo-
nalt samarbeid ekstra viktig. NFKK har blitt spurt av
EFLM om a arrangere et eget faglig symposium under
IFCC WorldLab 2017 som finner sted fra 22. til 25.
oktober i Durban i Ser-Afrika. Det vil si & bestemme
et tema og engasjere 3 -4 forelesere til & belyse dette.
Det var enighet i styret om at et slikt symposium er en
fin anledning til & markere det nordiske fellesskapet,
vise frem nordisk forskning og til & prege en viktig
kongress. Det ble folgelig besluttet at NFKK patar seg
denne oppgaven. Styret har allerede diskutert mulige
temaer for et slikt symposium, men dersom noen av
vare lesere har gode forslag til hva som kan egne seg,
oppfordres dere med dette til 8 henvede seg til NFKK-
styret med forslaget.

Nete Hornung. Foto: Helle B. Hager.
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Nordisk Kongres i Klinisk Biokemi i Odense,

14. til 17. juni 2016

Ivan Brandslund, M. Vakur Bor, Mads Nybo, Lars Melholt Rasmussen
Laboratoriecentret, Sygehus Lillebelt, Klinisk Biokemisk Afsnit, Sydvestjysk Sygehus,
Afd. for Klinisk Biokemi og Farmakologi, Odense Universitetshospital, Region Syddanmark

VieriRegion Syddanmark blevet bezeret med ansvaret
for at arrangere den Nordiske Kongres i Klinisk Bio-
kemi i 2016. Kongressen vil blive atholdt pa Radisson
Blu HC Andersen Hotel, Odense i perioden fra 14. til
17. juni 2016, og arbejdet med at f lavet et speendende
mede er godt i gang.

Videnskabeligt program
Overordnet forseger viikongreskomitéen at sammen-
sette et videnskabeligt program med en reekke aktuelle
aspekter om klinisk biokemi. Indholdet vil balancere
mellem fokus pa fagets grundleggende verdier og
forseg pé at kigge ind i fremtiden. Med andre ord vil vi
deekke bade basalforsknings gennembrud, laboratorie-
teknologiske fremskridt, forbedringer i analysekvalitet
og nye kliniske koncepter.

Det videnskabelige program er opdelt i tre typer af
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sessioner med indhold om dels udfordringer i laborato-
riernes hverdag, dels landvindinger fra den translatio-
nelle forskning og dels anvendelse af klinisk biokemi i
relation til en reekke specifikke sygdomme.

Indleeggene om laboratoriernes driftsmeessige
udfordringer vil blandt andet omfatte sessioner om
praeanalytiske forhold, samt et plenarforedrag af
professor Diamandis fra Toronto om udfordringer
med overdiagnosticering. Diamandis er en af klinisk
biokemis forende forskere og debattorer med talrige
indleeg i Clinical Chemistry. Der vil ogsa vaere fore-
drag og sessioner om bade POCT analyser og rationel
diagnostik. Indleeggene vil vedrere faglige medicin-
ske savel som gkonomiske aspekter. En session vil
desuden fokusere pa anvendelse af allerede kendte
analyser pa nye problemstillinger.

I kongressens del om translationelle landvindinger
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og nye teknologiske muligheder vil emner vedrerende
”big data” inden for sundhedssystemet veere at finde,
ligesom laboratoriemeessige undersogelser af ekso-
somer. Eksempelvis kommer professor Kalluri fra
Texas og forteller om eksosomer i relation til cancer
diagnostik. Dr. Kalluris gruppe viste nyligt i et stort
arbejde i Nature, at méling af specifikke proteiner
i exosomer kan vere veerdifuld ved diagnostik af
pancreas cancer. Da Odense er hjemsted for et stort
antal bade basale og kliniske forskere, som anvender
proteomanalyser, vil clinical proteomics” ogsa veere
pé programmet med indleg fra bade Odense og andre
steder i Norden.

Klinisk biokemiske aspekter i relation til en reekke
sygdomme udger kongressens sidste sgjle. Her vil
béade nordiske og internationale forskere komme med
indleeg om emner relateret til indvirkning af forskel-
lige sygdomme (diabetes og neoplastiske tilstande)
pé knogleomsetning. Desuden bliver der en session
om cancer og en anden om demenssygdomme og
biokemi, hvor blandt andet professor Teunissen fra
Belgien og andre gennemgér nye muligheder for bio-
kemisk Alzheimer diagnostik. I en session om type 2
diabetes vil blandt andet professor Groop fra Malme
og professor Haring fra Tiibingen komme med indleg
sd vi kan blive klogere ikke bare pa diabetes, men ogsa
pé de laboratoriemaessige udfordringer der opstar nar

man fokuserer pé at fremme individualiseret behand-
ling af en folkesygdom.

Foredragene i relation til konkurrencerne om hhv.
Eldjarn- og Astrup-priserne vil selvfolgelig veere at
finde i to centrale sessioner. Oplysninger om deltagelse
i Astrup konkurrencen kan findes pa nfkk’s hjem-
meside: http://www.nfkk.org/stipendier/poul-astrup.

Vanen tro vil der veere mulighed for at preesentere
posters, hvor der er flotte preemier til de bedste af
slagsen. Regler for abstracts og posters kan findes pa
kongressens hjemmeside fra ultimo december. Abst-
racts kan indsendes via kongressens hjemmeside fra
d.1/1-16 til d.1/4-16.

Udstillere

Der forventes cirka 30 firmaer som udstillere. Der vil
veere mulighed for at forskellige firmaer blandt spon-
sorerne arrangerer cirka 30 minutters foredrag midt i
frokostpauserne, og ligeledes vil der i kaffepauserne
veere mulighed for, at gvrige udstillere har et foku-
semne pa deres stand i 4-5 parallelle sessioner. Dette
koncept blev provekert pa den nylige danske kongres
i Vejle i 2015 med stor succes.

Socialt program
Der vil vaere et brag af en velkomstreception i Hotel HC
Andersens nabobygning, som er Odenses splinternye
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museum, Mentergarden. Museet har en meget levende
og interaktiv udstilling om Fyns og Odense bys historie.
Naeste aften er der arrangeret ”Sejle op ad den”-tur pa
Odense A for de 250 hurtigst tilmeldte. "Sejle op ad
Aen” er en dansk sang fra slutningen af 1800-tallet.
Den beskriver en sejltur pa Odense A og har i mange
ar veeret anvendt som fellessang, ndr man i Danmark
skal feste, hygge, spise og drikke i feellesskab. Der
vil blive lejlighed til at leere den — den er ikke sveer!!
Under turen kan man vere heldig at se laksen springe
i fisketrappen, Havhesten og sé sejler man ellers gen-
nem baghaverne til Odenses mest luksurigse huse
ud til Zoologisk Have og tilbage igen. Alternativt er
denne aften ogsd mulighed for, at firmaer kan afholde
egne firmaarrangementer med inviterede gaester.
Kongresmiddagen d. 16. juni vil finde sted i fem minut-
ters gafstand fra kongresstedet, i Danmarks Jernba-
nemuseum, hvor vi har faet museet til at kore alle de
fine, gamle lokomotiver og vogne ud af remisen, og ud
pé rangerterraenet uden for, sa vi kan sidde i den histo-

riske remise for lokomotiver. Der vil vare god under-
holdning og dans, samt udsegte fynske snapse-, ol- og
madspecialiteter til den lave pris af cirka 500 DKK.

Hjemmeside

P4 kongressens hjemmeside www.NFKK2016.dk kan
man holde sig lobende orienteret om bade det videns-
kabelige og sociale program, tilmeldingsfrister, adres-
ser etc.

Odenses bysbarn, H.C. Andersen er kendt for ven-
dingen “At rejse er at leve” — s& REJS TIL ODENSE til
kongres i Odense i juni 2016 - det skal nok blive en
spendende, udbytterig oplevelse og en festlig omgang.

Det er let at komme til Odense:

1. Tag et fly til Copenhagen Airport i Kastrup.

2. Gaen etage ned og tag toget til Odense; afgang hvert
20. minut, rejsetid under to timer

3. Sta af i Odense, ga fem minutter til kongreshotellet
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Nordiska kursen i klinisk kemi:

Next Gen - Vad ar det de vill ha?

Per Simonsson
Siemens Healthcare AB
per.simonsson@siemens.com

Jag kom med sena flyget, direkt
till kurslokalens bar, med havs-
blekt hir och solbrind kind,
birande pa en ask mogna fikon
fran Spaniens Den
strickte jag frestande fram infor
' nagra unga kollegor, smakprov av

den blalila skorden. Jag lovordade
de sota frukterna, bara for att motas av fragande,
nagot forvirrade blickar. Mattias Aldrimer, en av
kursarrangdrerna, lutade sig diskret mot mitt 6ra
och viskade: "Engelska dr kursspriket.”

lundar.

"Please, have a fig", sade jag och rickte fram asken
pa nytt.

Och jag fragade mig: Vad ir det som skiljer oss
gamla fran de unga, skiljer 1980-talet fran 2010-
talet? Vad ir det som skiljer post-punk fran Next
Gen?

Vilkommen till nordisk kurs i klinisk kemi, med 52
deltagare, in Euroenglish. I Kopenhamn, september
2015, refererad av nojda deltagare i Klinisk Biokemi i
Norden (1). Med engelska som lingua franca, som en
gang latin for den tidens bildningstorstande.

Det visade sig var en blandad skara deltagare. Allt
ifran nyblivna ldkare, direkt fran sjukvarden, till eta-
blerade forskare. Ett gdng som under tre dagar d4gnade
sig at "gold mining” i var specialitets rika fyndigheter.
Nir jag kom nerdimpande hade de redan klarat av
tva fullmatade dagar. Nu skulle det rundas av med
kommunikation och ledarskap. Och en avslutande
diskussion.

Jag hade glddjen att leda slutdiskussionen med ett
gang kollegor. Temat var vad de ville d4gna sig 4t om
fem ar. Deras professionella roll. Vi gick laget runt.
Det radde ingen brist pd idéer. Samtidigt forsokte jag
destillera ut en essens av planerna och drémmarna.
Vad som upprepades. Och vad ingen nimnde.

For vad ingen ndamner 4r ocksa intressant. Det
sjilvklara, eller det helt ovisentliga. Nagra ord
anvandes over huvud taget inte i samtalet: Infor-
mationsteknologi, ackreditering, ledarskap, makt,
ekonomi, centralisering, logistik, lean, organisation,
automation.

Dirom var det tyst. Ritt skont, kanske. Min gene-
ration har haft nog av det, mer 4n nog. Eller s ar de
s& fullstdndigt sjalvklara komponenter att de inte ens
behover naimnas. Likt elforsorjning, och annan infra-
struktur i samhallet i 6vrigt. Eller ar det spelkort som
de unga ldkarna inte tror sig beh6va rora, eller spela
med. Eller som de hoppas att ndgon annan skall spela.
Négon med annan utbildning, annan yrkesidentitet.
Eller ar de bara lyckligt okunniga om vad som vantar
runt hornet i karridrslabyrinten.

Det fragade jag dem inte. Det handlade ju trots allt
inte om vad de kunde drabbas av. Utan vad de sag
fram emot att utrétta.

Tre hornstenar i framtiden

Nir jag summerade mina anteckningar, och det
var dags for slutdiskussionen, framstod tre starka
hornpelare:

o Forskning och utveckling

« Klinisk diagnostik

o Liv, familj, kdrlek, gladje

Visste skilde det sig i enskilda fall. Nagon var forsk-
ningsinriktad, andra instdllda pa ett jobb titt pa
vardagens sjukvard. Nagra, kanske de mer irliga,
understrok att livet i 6vrigt — det som forsiggar hela
tiden utanfor laboratoriets viaggar - dr mycket vik-
tigt att planera for. Det gar inte att vara foralder och
samtidigt laborera hela natten. Det gir bara inte.
Och forsoker man s blir ndgot lidande. Ytterst blir
klinisk kemi lidande.

Det mest aterkommande i diskussionen var hur
kombinationen skulle 16sas bast. Vad skall priorite-
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ras upp och ner? Vad skall da stryka pa foten? Inget
skall bort, allt skall med, verkade det, i individuellt
anpassade proportioner.

Sa, da vet alla vi post punks i stort deras mal.

Vad kan klinisk kemi erbjuda?
Vart erbjudande. Vilket dr d& det? Och hur kan det
kopplas till de ungas ambitioner? Det &r ingen ny
fraga. Men ofta har vi gamla sagt vad de unga borde
gora, i virsta fall for att understryka att det vi gjorde,
eller ibland tvingades gora, skall upprepas av ndsta
generation. Fragan ér snarare vad vi kan erbjuda,
inte krava.

Vad kan vi ge dessa unga stjarnor - the Next Gen
- for utmaningar, for uppgifter, for beléningar? Inom
dessa tre omraden: Forskning, diagnostik, liv.

Internationella utmaningar

Hir kan det vara bra att falla tillbaka pa litteraturen.
Ett mycket spinnande arbete publicerades nyligen
fran IFCC (2) och 2013 kom ett liknande arbete fran
European Union of Medical Specialists, UEMS (3).
Bada betonar lakarens roll for att optimera labora-
toriemedicinens arbete med patienten. Fokus maste
ligga pé ett engagemang i diagnostikens hela ”Brain-
to-brain loop” (4), inte bara den del som forsiggar
internt pé laboratoriet, dar vi har en hyfsad kontroll
pé laget. Det handlar om att forskjuta perspektivet
fran intern process till externt resultat. Nyckelbe-
greppen dr “impact” och “outcome”. The IFCC Task
Force on the Impact of Laboratory Medicine on
Clinical Management and Outcomes ligger bakom
det mer genomtéinkta dokumentet, med den hardaste
sjalvkritiken. Bl a fir den anekdotiska sanningen att
70 % av alla medicinska beslut paverkas av labresultat
en rejil kinga.

Visst har vi mycket att vara stolta 6ver - evidensba-
serade diagnostiska strategier sprungna ur labmedi-
cinen - och Hallworth et al ger manga exempel. Men
andra filt ar mindre kartlagda. Andra fragor som
hilsoekonomi och biverkningar av labmedicinska
tester ar obesvarade. Kanske kan PSA riadda liv, rétt
anvint. Men till vilken kostnad raddas ett liv? Och
hur mycket skada orsakar testet? Vad har PSA for
“cognitive, emotional, social, and behavioral effects”?

IFCC:s grupp belyser det avgérande behovet av ny
forskning. Och en annan sorts forskning. Det racker
inte med de klassiska ROC-kurvorna. Det beho6vs
effektstudier. " True outcome studies are difficult to
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do.”, skriver forfattarna sa korrekt. Och ger en utma-
ning av hogsta kaliber till forskningsintresserade
unga lakare.

Vill man inte ge sig pa de allra storsta problemkom-
plexen kan man forska kring hur ritt och fel prover
anvands, och tolkas. Det dr inte sa sexigt, men négot
sd uppenbart som att provsvar inte f6ljs upp adekvat -
eller ens observeras av bestillaren - har visat sig var en
av de storsta riskerna for patientsikerheten. Dérefter
tar implementeringsforskning vid. Hur inférs nya tes-
ter, hur sprids de, hur brukas de, och hur utvérderas
de i kliniskt bruk, i olika kontext och milj6?

For den mer laborativa forskningen stakas ocksé
nagra farleder ut for framtida seglatser. Det racker
inte med de traditionella metoderna att evaluera en
nyfunnen markor eller molekyl. Det maste till en
utvidgad hierarki av metoder, snarlik den som finns
for likemedelsforskningen. Med studier som gar
langt uti den praktiska sjukvarden. Ett exempel som
lyfts fram &r t ex CDC:s “Laboratory Medicine Best
Practice Initiative”.

Hir kan klinisk kemi gora mycket. Och kommer
att behova gora mycket for att motivera var position
i en hard konkurrens om sjukvardsresurserna. Indu-
strin mdste ocksa tinka till, géra mer djuplodande
evalueringar och fler kliniska effektstudier, kanske
i framtiden redovisa biverkningspanoramat for sina
analyser. Ett starkt samarbete skissas, mellan forskare
pé lab, inom klinisk sjukvard och inom industrin.
Ledarskapet skall tas, enligt IFCC, av laboratoriets
experter. Ledarskap for flerdisciplindra grupper.
Med en ambition storre 4n den som géller idag i de
flesta projekt.

Det dr inte en liten utmaning for de femtio unga
lakarna fran Nordens kliniska kemi. Men arbetslos-
heten lar inte hota de oférvigna som ger sig i kast
med den.

Men livet da?

Men liv, kirlek, gladje, d4? Och var kommer barnen
in? Det dr ju ndgot som ar lika viktigt som forskning
och diagnostik. Ingen férvintar sig vil att klinisk
kemi skall kunna erbjuda detta. Men labviarlden skall
ivart fall mojliggora ett rikt liv, som ocksé inbegriper
néra kontakt med yttervirlden, mojliggora den inre
resan, den personliga utvecklingen. Hir har vi trots
allt réatt bra forutsattningar, i var yrkesroll. Med vara
valutrustade laboratorier. Men récker det? Och hur
kan jobbet ge den tillfredsstillelse och livsgladje,



den sjdlvkénsla och professionella stolthet, som dr
nodvandig for att kinna livsgladje. For yrkestillfreds-
stallelsen ar en av de viktigaste delarna i livet. Den
ger en rolli virlden, en funktion, en betydelse. Dar vi
mater oss mot varlden, och visa att vi kan hantera den.
Genom att gora bra klinisk kemi.

"Have a fig"!
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Kristoffer Hellsing-priset 2015 till Gunnhild Kravdal for artikeln:
Analyse av nyrestein med infrared spektroskopi

Ingunn Porsteinsdottir

Varje dr véljer KBNs redaktion den basta artikeln som
publicerades féregiende &r. Saval innehall som litterdra
kvaliteter granskas. Det skall vara en bra ldsning om
var specialitet, med fakta men ocksd med fordjupade
nyanser.

Priset ar instiftat for att hylla minnet av KBNs
grundare Kristoffer Hellsing, en sann och entusiastisk
nordist som kunde konsten att fainga klinisk kemi i ord.

Hellsing priset for bastaartikeli KBN aret 2015 tildelas
Gunnhild Kravdal, tverfaglig Laboratoriemedisin og
Medisinsk Biokjemi, Akerhus Universitetssykehus i
Oslo, for artikeln: Analyse av nyrestein med infrared
spektroskopi. Artikeln publicerades i KBN nr. 4, 2015.
Medforfattare ar Marianne Moe och Morten Kaare
Moe.

Artikeln ger en mycket fin 6versikt om njurstenar,
om prevalens, orsak, behandling av njurstenar, samt
indikationer for kemisk analys av njurstenar. Artikeln
beskriver en av tva metoder, infrardd spektroskopi som

rekommenderas av expertis for analys av njurstenar.
Akershus universitetssjukhus ar det forsta sjukhuset
i Norge som boérjat anvinda infrarod spektroskopi
for analys av njurstenar. Metoderna for infrarod
spektroskopi beskrivs pa ett lattforstaeligt sitt, for
oss som inte dr bekanta med denna analys. I slutet
av artikeln presenterar forfattarna tva kliniska
fall dar nyttan av analys av njurstenar poangteras.
Tillsammans med artikeln publicerades ett antal bilder
fran forfattarna av nigra njurstenar och en blassten.
Formerna och firgen pa stenarna ar fantastiska och
paminner om koraller eller rymdstenar. Denna artikel
beskriver pa alldeles utmérkt sitt en analys som manga
inom klinisk kemi inte 4r bekanta med, eftersom den
endast gors pd ett fatal laboratorier i Norden.

Redaktionen gratulerar Gunnhild Kravdal,
Marianne Moe och Morten Kaare Moe, samt tackar
for ett utmarkt bidrag till KBN.

Klinisk Biokemi i Norden - 12016 | 13



Ja til elektronisk publisering og Open Access,
men vokt deg for rovertidsskrifter

Martin Hagvel, Tor-Arne Hagve?2

IGastrokirurgisk Forskningsgruppe, UiT Norges arktiske Universitet

2Institutt for klinisk medisin, Akershus universitetssykehus, Universitetet i Oslo

Elektronisk publisering av vitenskapelige
tidsskrifter

Publiseringsverdenen har gjennomgatt store organisa-
toriske endringer de siste 10-15 ar som en konsekvens
av okende digitalisering. I vitenskapelige tidsskrifter
har redaksjonell behandling av manuskripter blitt
forenklet og effektivisert ved at det na benyttes elektro-
niske, nettbaserte systemer for manuskriptbehandling.
All kommunikasjon mellom forfatter, sentralredaks-
jon, faglige redakterer og fagfeller (reviewers) foregar
elektronisk. Dette gir selvsagt betydelig bedre logis-
tikk sammenlignet med tidligere tiders brevveksling.
Nettbasert manuskriptbehandling har imidlertid ikke
hatt noen apenbar positiv effekt pa den redaksjonelle
behandlingstiden av manuskripter. I tidsskriftet "Scan-
dinavian Journal of Clinical and Laboratory Investi-
gation” der elektronisk manuskriptbehandling ble
etablerti2006, var gjennomsnittlig behandlingstid (fra
mottak til aksept) 149 dager i 2005 og 162 dager i 2014.
Likeledes var tiden fra aksept til publisering temmelig
lik de samme to arene, henholdsvis 140 og 144 dager.
Dette skyldes at den faglige delen av “peer review”
prosessen er lite pavirket av logistikk fordi ca. 80 % av
den totale manuskriptbehandlingstiden frem til aksept
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bestar av fagfellevurdering samt forfatternes arbeid
med nedvendig revisjon. Det som imidlertid er et stort
fremskeritt, er at etter aksept er den ferdige artikkelen
nermest umiddelbart tilgjengelig i elektronisk versjon.
Etter fa uker finnes artikkelen ogsé i de etablerte publi-
seringsdatabaser som for eksempel Medline.

Det er sannsynligvis ikke stor uenighet innen forsk-
ningsmiljeene om at det viktigste som har skjedd innen
publiseringsverdenen de siste arene er at vitenskapelig
litteratur har blitt sveert lett tilgjengelig. Det har lenge
veert et mal for bade akademiske institusjoner og myn-
dighetene a gjore vitenskapelig litteratur billigere og
mer tilgjengelig for alle, ikke minst i forhold til forsk-
ningsmiljeer i omrader og land hvor man ikke har
okonomi til dyre abonnementer pa tidsskrift. Denne
trenden ga seg blant annet utslag i Hinari-prosjektet
(1) som ble etablerti2002 i et samarbeid mellom WHO
og de store internasjonale forlagshusene der malet var
a gjore vitenskapelig litteratur billig og tilgjengelig i
lavinntektsland. I dag er ca. 14.000 journaler innen
biomedisin gjort tilgjengelig i ca. 100 land som et
resultat av Hinari-prosjektet. Den voksende etable-
ring av vitenskaplig publisering som "Open Access”
har na i mye storre grad gjort vitenskapelig litteratur
tilgjengelig for alle.

Ja til Open Access

Prinsippet ved Open Access publisering er at leserne
skal ha fri tilgang til artiklene pa internett i motset-
ning til den tradisjonelle publiseringsformen hvor
leser betaler for tilgang til litteraturen. Open Access
ble for alvor introdusert pa slutten av 90-tallet der
«The Journal of Clinical Investigation» var det forste
store tidsskriftet til a tilby elektronisk Open Access.
«The Journal of Medical Internet Research» ble intro-
dusert i 1999 som det forste store rene Open Access-
tidsskriftet, og i dag er det PLoS One som er det storste
og mest kjente.



Ved Open Access publisering er det forfatter som
betaler kostnadene for manuskriptbehandling (peer
review, utforming av layout osv) og for elektronisk
publisering pé internett. Forfatter innehar selv ret-
tighetene til artikkelen, men gir leserne fri tilgang
til nedlasting, kopiering og distribusjon. Det finnes
to hovedtyper Open Acces publisering; "Gold Open
Access” gir kostnadsfritt full elektronisk tilgang pa
alle tidsskriftets artikler mens ved “Green Open
Access” gjor forfatter sin artikkel selv elektronisk
tilgjengelig. Alle de store universitetene i Norge
har etablert egne publiseringsarkiv. P4 Universi-
tetet i Oslo er ansatte palagt, nar det formelt er
mulig, & lagre vitenskapelige publikasjoner (inklu-
dert master- og doktorgrader) i kunnskapsarkivet
DUO. Prisen for 4 publisere en artikkel som Open
Access (Gold) er i storrelsesorden 1000 - 3000 $.
Béade universiteter, andre forskningsinstitusjoner og
myndighetene er ubetinget positiv til Open Access
publisering og universitetene disponerer na gjerne
midler for a finansiere Open Access for fagmiljgene.
Dette kommer tydelig frem i Forskningsrddets prin-
sipper for dpen tilgang til vitenskapelig publisering,
hvor det heter: “Forskningsradet krever apen til-
gang til alle vitenskapelige artikler som er resultat
av forskning som helt eller delvis er finansiert av
Forskningsradet. Alle artikler med slik finansiering
skal egenarkiveres. Forskningsrddet vil i perioden
2014-2019 bidra til a4 dekke publiseringsavgifter i
tidsskrift med &pen tilgang (Open Access Journals)
for norske forskningsinstitusjoner gjennom en egen
stotteordning. Etter 2019 forventer Forskningsradet
at kostnader til publiseringsavgifter inngér i insti-
tusjonens indirekte kostnader til FoU prosjekter”
(2). I praksis betyr dette at utgifter til publisering
ma inngd i alle budsjetter ved seknad om forsk-
ningsfinansiering og at & publisere forskning med
Open Access blir stadig viktigere ved vurderingen
av seknader om forskningsstette.

Open Access publisering har gkt betydelig de
siste arene (Fig 1) (3) og utgjer i dag vel 20 % av
alle fagfellevurderte, indekserte tidsskrifter innen
biomedisin (4). Det synes & veere stor velvilje i forsk-
ningsmiljoene, i tidsskriftredaksjoner, forlagshus og
hos bevilgende myndigheter for ytterligere utvikling
av Open Access, men denne nye strukturen av publi-
seringsfinansiering har ogsé en alvorlig negativ side
- etablering av “revertidsskrifter”.

Nei til rovertidsskrifter

Den gkende bruken av Open Access har lagt til rette
for en ny type skonomisk vinning gjennom viten-
skapelig publisering der det har vokst frem en stor
og uoversiktlig skog av userigse tidsskrifter uten
vitenskapelig kvalitet. Antallet slike tidsskrifter har
eksplodert ilopet avkun en 3-5 ars periode, og de blir
né gjerne omtalt som “rovertidsskrifter” (predatory
journals). Tidskriftene beerer preg av minimal eller
ingen redaksjonell eller faglig manuskriptbehand-
ling og ukritisk aksept av naermest alle artikler. Tid-
skriftene har gjerne hjemmesider med et profesjonelt
utrykk, men redakterene er ofte personer som ikke
har den nedvendige faglige kompetansen. Det er
ogsa eksempler pa tidsskrifter med mer omfattende
svindel, der redaktgrer enten er fiktive, eller at serigse

forskere blir oppgitt som redakterer uten deres viten
og vilje. Det er gjennomgdende for rovertidsskrifter
at det ikke fremgar tydelige kostnader for publisering
og at dette gjerne forst blir oppgitt etter at artikkelen
er akseptert.

Typisk publiseringsrover. Foto: Helle B. Hager.
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Figur 1. Antall Open Access tidsskrifter registrert i tidsrom-
met 1993-2009 (modifisert fra referanse 3).

Det mest alvorlige er imidlertid at artikler publi-
seres uten & vere faglig vurdert. Forskeren og jour-
nalisten John Bohannon publiserte i Science i 2013
en na hyppig sitert artikkel (5) som beskriver tydelig
alvorlighet og utstrekning av dette problemet. Forfat-
teren, i samarbeid med kolleger, utarbeidet datage-
nererte manuskripter der «molekyl X fra bakterie Y
inhiberte kreftcelle Z» med tilfeldige variabler for X,
Y og Z. Manusene hadde sa dpenbare feil og mangler
atalle umiddelbart burde veert refusert. Manuskriptet
ble sendt til vurdering i 304 Open Access tidsskrif-
ter med ulike forfattenavn og navn p4 institusjoner.
Manuskriptet ble imidlertid i lopet av kort tid aksep-
tert av hele 157 av de utvalgte tidsskriftredaksjonene,
mens 98 ble refusert. For 60 % av de ferdigbehandlete
manuskriptene var det intet som tilsa at det var gjen-
nomfort faglig vurdering. Fagfelleuttalelser fokuserte
stort sett pa layout, formattering og sprak, altsa ikke
faglig innhold. Av de aksepterte manuskriptene ble
70 % godkjent umiddelbart, uten noen forslag eller
krav om revisjon. Vel 30 % av tidsskriftene som
aksepterte manuskriptet var lokalisert i India. Flere
av de involverte tidsskriftene utgér fra storre og mer
eller mindre kjente forleggere.

En annen som har engasjert seg i problemet rundt
rovertidsskrifter er bibliotekaren Jeffrey Beall. Han
har i over 15 ar fort en aktiv kamp mot rovertids-
skrifter ved blant annet & gjore en kartlegging av
tidsskrifter/forlag som er “potential, possible or
predatory scholarly Open-Access publishers”. Bealls
liste omfattet i 2014 693 slike, noe som er en betydelig
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ekspansjon fra kun 13 i 2011. Beall har selv uttalt at
deter i perioden 2011-2013 at antallet rovertidsskrift
og utgivere har eksplodert. Det ber nevnes at Bealls
liste har veert kontroversiell, forst og fremst fordi
listen til dels baserer seg pa subjektiv vurdering. Han
har imidlertid mattet kjempe en hard kamp mot flere
av rovertidsskriftenes redaksjoner og vert gjenstand
for bade kritikk og soksmal.

Det er et faktum at man som forsker mottar
ukentlig og kanskje daglig invitasjoner til & publi-
sere i Open Access tidsskrifter. Det mangler heller
ikke p tilbud om funksjon som faglig redakter. Fig
2 viser et eksempel pé et invitasjonsbrev som i form
burde gi mistanke om userigsitet. Dette eksemplet
er valgt for & belyse at det er lite fokus pa faglig vur-
dering. Hvordan kan et nytt manuskript publiseres
i april nar deadline for innsending er i slutten av
mars? Dette tidsskriftet utgis av Omics Group som
i folge sin hjemmeside utgir 349 tidsskrifter innen
ulike fagomrader (6). Forlaget figurerer i Bealls liste
og beskrives pd Wikipedia som et roverforlag (pre-
datory publisher) lokalisert i Hydrabad (India) der
over halvparten av tidsskriftene aldri har publisert
noe som helst, og at forlaget har veert under etter-
forskning av amerikanske myndigheter fordi det i
annonsering er brukt navn pé personer som ikke er
forespurt (7).

Rovertidsskrifter representerer i dag vel 10 % av
alle Open Access tidsskrifter, men de aller fleste
av artiklene brukes trolig ikke videre i faglig sam-
menheng, ikke minst med bakgrunn i at artiklene
som oftest ikke blir registrert i de store litteratur-
databasene (PubMed). Problemstillingen er sapass
alvorlig og omfattende at det er overraskende at den
ikke far mer oppmerksomhet i forskningsmiljeene.
Rovertidskriftene har ofte en klar pagéende strategi
med massiv utsendelse av tilsynelatende personlig
adresserte invitasjoner basert pa forfatteres tidligere
publiserte artikler. Det er lett 4 la seg lure, hvilket
ogsé forskningsgrupper pa Universitetet i Oslo har
erfart. Dette er beskrevet i en artikkel i Uniforum (8)
der det fremkommer at representanter for de ulike
forlagshus kontakter forskere som har fatt forsk-
ningsmidler og tilbyr publisering, gjerne ved siden
av en kjent person. P4 grunn av kort tidsfrist haster
det med a signere kontrakt og “selgerne kunne ringe
opp til tjue ganger om dagen. Forskerne opplevde
dette som sveert aggressivt og folte seg presset til &
signere kontrakt”.
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Figur 2. Eksempel pd invitasjon til d publisere i Open Access tidsskrift.

Oppsummering

Anbefalingen er fortrinnsvis 4 publisere i Open

Acess tidsskrifter. En ber imidlertid veere klar over

at det finnes rovere ogsa i publiseringsverdenen. For

d unnga a bli lurt av revere bor man sjekke:

o at tidsskriftet har komplett adresse (ikke bare en
web-adresse).

« om redakterene er kjent innen fagmiljoet

o at kostnadene for publisering er entydig beskrevet

o at tidsskriftet er indeksert i PubMed

o at peer review rutinene er godt beskrevet

« om oppgitt impact factor er korrekt

at kvaliteten pa tidligere publiserte artikler har

akseptabel kvalitet

« om tidsskriftet er del av en forlagsgruppe

Bealls liste

og man ber:

o vere mistenksom ved e-mail invitasjoner

o ikke bli bare lykkelig hvis man far rask aksept uten
kommentarer

o ikke vere godtroende

Fotnote: Denne artikkelen er en noe revidert versjon av
artikkel tidligere publisert i LVS info nr. 2 2015.
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Bakgrund

Till skillnad frén blod som innehéller mycket pro-
tein dr cerebrospinalvitskan (CSV) svagt buffrad.
Den visentliga pH-kontrollen i CSV utévas av CO2—
HCOs--systemet. Det innebar att vitskan latt alkalise-
ras om COx tilléts avga. Betydelsen av alkaliseringen
tycks ej ha undersokts i sarskilt stor omfattning. I ett
arbete frin Danmark visades f6r nagra ar sedan att
redan en mattlig alkalisering ger upphov till betyd-
ligt okad lys av réda blodkroppar (1). Forsimrad
overlevnad av bakterier infor odling och péaverkan
pa agglutinationstest har ocksa beskrivits (2). For att

kartlagga och komma tillrdtta med problemet har vi
genomfort en studie dar CSV-prover forvarats och
hanterats pa olika sitt som motsvarar den laborato-
riemedicinska vardagen.

Metoder

Till synes normala CSV-prover fran laboratorieru-
tinen (farglosa, fa celler och normalt totalprotein)
frystes under en period in och férvarades vid -80
°C. Infor forsoken tinades proven, poolades och ste-
rilfiltrerades. Poolerna inkuberades sedan 6vernatt
i cellodlingsskap med 5 % COz (forviantat pCO2 5,1
kPa) for att fa ett pH néra det normala. Fran poolerna
pipetterades sedan 1 ml till polypropylenrér med
volymerna 10 ml (100x16 PP, Sarstedt), 3,5 ml (55x12
PP, Sarstedt) och 1 ml (MiniCollect, Greiner Bio-
One). Roren lamnades sedan i provrorsstall med eller
utan korkforslutning i rumstemperatur, och hantera-
des utan eller med vdndning (de 6ppna réren korka-
des) infor analys. For varje matpunkt har ett separat
ror anvénts. I flertalet fall gjordes sammanlagt 5
matningar i 2 analysomgéngar. Vidare har effekten av
forflyttning i sjukhusets rortransportsystem testats.
pH och pCO7 analyserades med en blodgasanalysator
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Figur 1. Fordndringen i pH over tid i 1 ml CSV som forvarats (A) 10 ml, (B) 3,5 ml och (C) 1 ml ror. (O, A) forslutna rér utan
och med vindning infor analys. (O, A) 6ppna ror utan och med vindning.
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Figur 2. Sambandet mellan pH och pCO; i de ror som ingdtt
i studien i Figur 1.

(Radiometer ABL5) som kalibrerats enligt fabrikan-
tens anvisningar. Matomréadet for analysatorn ar for
pH 6,30 - 8,00 och fér pCO; 0,7 - 33,3 kPa. De mer
extrema pH-virdena som vi uppmiitt ligger utanfor
intervallet, varfor riktigheten i dessa resultat kan vara
nédgot begrinsad.

Foto: Henrik Alfthan.

Resultat

Figurerna 1 A, B och C visar férandringen over tid
i 10 ml, 3,5 ml och 1 ml rér som forvarats med och
utan kork och effekten av att roren vints.

Som ses kan stora pH-6kningar uppsta, sarskilt och
som véntat i 10 ml-réren, och om réren varit 6ppna.

Forsiandelse med rorpost gav som forvéntat upphov
till storre pH-6kningar dn i ror som statt forslutna i
provrorsstill under motsvarande tid (45 min): i 10
ml, 3,5 ml och 1 ml r6r (medelvirde f6r 2) pH 8,10
vs 7,83; 7,90 vs 7,65 och 7,53 vs 7,51.

Att pH-fordndringarna beror pa COz-evaporering
visas av det tydliga samband som finns mellan pH och
pCO2 for de ror som ingatt i studien (Figur 2). Notera
att varje halvering av pCO; ger en 6kning av pH med
0,3 som forvantat for en vatska som bara buffras av
CO2-HCO3-systemet

For att fa ett matt pA den maximala férandring
som kan uppsta i prov som forvaras utan skydd mot
CO»-forlust ldt vi CSV std 6vernatt i Petriskal med
lock i rumstemperatur. pH blev 9,40 och pCO; var
inte miétbart.
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For forskningsdndamal férvaras ofta CSV under
lang tid i -80°C-frys. Eftersom kvaliteten pa forslut-
ningarna torde variera kan sakerligen stora variatio-
ner i pH uppstd. Vi har inte gjort ndgon systematisk
unders6kning av detta. Ett speciellt problem ar att
kolsyresné ofta forvaras i -80°C-frysar for senare
anvindning i experiment och i forsindelser. I sadana
fall kan atmosfiren i frysen nirma sig 100 % CO;.
Vi testade effekten av ett drs férvaring i sddan frys
pé tva 3,5 ml ror med pasatt kork innehallande 1 ml
CSV. PH i réren blev 6,3 och 4,3. Skillnaden mel-
lan roren reflekterar sannolikt olika effektivitet hos
forslutningen.

Diskussion

I ménga laboratorier anvinds 10 ml-ror for CSV.
Denna lilla studie visar att man med sddana rér som
hanteras, vinds och 6ppnas nigra ginger snabbt
kommer 6ver pH 8. Nir infrekventa specialanalyser
ska utforas, eventuellt efter att proven skickats, torde
okningarna bli 4n storre. Betydelsen av detta har inte
varit foremal for sdrskilt ménga undersékningar.
Man kan forestilla sig att immunologiska analyser

Foto: Henrik Alfthan.
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med exempelvis ELISA skulle kunna paverkas av
stora variationer i pH, om inte metoden ar buffrad
for att motverka effekten av pH-variation. Stabili-
teten hos komponenter i proven borde ocksd kunna
paverkas. Vi har noterat stora effekter i samband
metabolomiska analyser (det var sa vi blev varse
problemet) (3). Andra har ocksd uppmérksammat
péaverkan av den stora pH-okningen (4). I var forsk-
ning med metodutveckling av CSV-analyser buffrar
vi numera alltid proven. Den 6kade lysen av réda
blodkroppar komplicerar beddmningen av cerebrala
blodningar (1). Det 4r kint att leukocyter har en
timligen lg stabilitet i tappad CSV (5). Okningarna
i pH kanske bidrar till detta problem, men inga
systematiska undersokningar tycks finnas gjorda.

En slutsats av undersokningen ar att CSV ska tap-
pas i minsta moéjliga rér som praktiskt kan anvindas
vid lumbalpunktioner, och att de snarast ska forslu-
tas effektivt. Kanske borde neutral buffert snarast
sattas till tappad CSV, eller finnas redan i roret. Ser
SFKK, NFKK eller EQUALIS nédgot behov av att
utarbeta anvisningar anpassade bade for behoven
vid lumbalpunktion och vid provens hantering pa
laboratoriet?
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Verifisering av referanseintervaller

Lutz Schwettmann

Avdeling for medisinsk biokjemi, Alesund sykehus

Laboratorieresultater ma alltid
vurderes i forhold til sine referan-
seintervaller. Alle laboratorier ber
ha referanseintervaller som er til-
passet de analysemetodene labora-
toriet benytter og den populasjon
det betjener. Referanseintervallene
i medisinsk biokjemi er vanligvis
tosidige, med den nedre grensen ved 2,5-persentilen
og den gvre ved 97,5-persentilen hos en antatt frisk
referansepopulasjon. Etablering av egne referanse-
intervaller er tidkrevende og dyrt, serlig hvis det er
behov for separate referanseintervaller for kvinner
og menn og for ulike aldersgrupper. Det er derfor
vanlig & bruke referanseintervaller fra eksterne kil-
der, for eksempel fra litteratur, fra andre laboratorier
eller fra reagensprodusenten. Produsentene er i folge
EU direktive 98/79/EC palagt & etablere referanse-
intervaller for markedsforing av testene. Referan-
sepopulasjonene i disse studiene kan likevel vere
darlig beskrevet i pakningsvedlegget og de kan vere
lite representative for populasjonen som laboratoriet
betjener. For eksempel kan et referanseintervall for
serum folat etablert i en amerikansk populasjon, veere
problematisk & bruke i Norden der man ikke tilsetter
folat til matvarer. For & sikre at referanseintervaller
fra eksterne kilder kan brukes ved eget laboratorium
ma derfor referanseintervallene verifiseres. Slike veri-
fiseringer kan forega ved to ulike prinsipper, sakalte
direkte og indirekte metoder. Med utgangspunkt i
CLSI-standarden gjennomgés her de ulike matene
samt forskjellige statistiske metoder.

Direkte metoder
Dokument C28-A3 utgitt fra Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) i 2008 anbefaler tre ulike
metoder for verifisering av referanseintervaller (1).
To av metodene som anbefales av CLSI gir ut
pa & samle inn et begrenset antall prover fra friske
individer og s sammenligne fordelingen av disse
provene med fordelingen av det store originale
datasettet som referanseintervallet baserer seg pa.
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Den tredje metoden er lite aktuell i praksis siden
den kun baserer seg pa en subjektiv vurdering av
om referansepopulasjonen er sammenlignbar med
den populasjonen laboratoriet betjener uten bruk av
statistikk. Disse «direkte verifiseringsmetodene» er
vel etablert og som regel forste valg for verifisering
av referanseintervaller. Her kan bade parametriske
og ikke-parametriske statistiske metoder brukes for
sammenligning. Klassiske ikke-parametriske tester
som er aktuelle i den sammenhengen er bl.a. Mann-
Whitney test, Run test eller Monte Carlo signifikans
test. Fordelen med sistnevnte er at den trenger kun
et lite antall egne data (2).

En forutsetning er at geografiske og demografiske
faktorer for den originale populasjonen mé vere kon-
sistente med lokal populasjon. Dette gjelder generelt
og er uavhengig av valgt statistisk metode. I tillegg
ma analysemetoden og de preanalytiske faktorene
som for eksempel type provemateriale, lagring av
prover etc. veere de samme som under etablering av
referanseintervallet. Det er derfor nedvendig med
en grundig gjennomgang av dataene som ligger bak
referanseintervallet. Eventuelt ma tilleggsinformasjon
innhentes fra produsenten.

En begrenset verifisering («limited verification»)
med et lite antall prover, for eksempel 20, anses ofte
som tilstrekkelig for verifiseringen. Etter at 20 refe-
ranseindivider er valgt ut, helst ved bruk av samme
inklusjons- og eksklusjonskriterier som ble brukt
under etablering av det originale referanseintervallet,
blir prgvene analysert og «outliers» fjernet. Resultat-
fordelingen sammenlignes sa med referanseinterval-
let. Hvis ikke mer enn to resultater ligger utenfor
referanseintervallet kan laboratoriet anse referanse-
intervallet som egnet for bruk i egen populasjon (1).
Huis tre eller fire resultater ligger utenfor referanse-
intervallet, mé 20 nye prover samles inn, analyseres
og vurderes pd samme mate. Den begrensete veri-
fiseringen baserer seg pa at det statistisk forventes
at 19 av 20 resultater ligger innenfor det sentrale
95%-intervallet av verdiene i en frisk populasjon.
Prognosen tar ikke hensyn til om referanseintervallet



ble etablert med parametriske eller ikke-parametriske
metoder. Sannsynligheten for at mer enn to av de 20
resultatene ligger utenfor det sentrale 95%-intervallet
er 7,5%. Sannsynligheten for at mer enn to resultater
ligger utenfor det sentrale 95%-intervallet i to péfel-
gende forsgk er < 1%. Det ma da konkluderes med at
forskjellen mellom populasjonene er for stor, og at
lokalt referanseintervall ma etableres (1).

Selv om dette virker statistisk solid, overkommelig
og ekonomisk sett forsvarlig, sa innebeerer metoden
en del begrensninger som er lite omtalt i litteraturen.
Metoden er godt egnet for & detektere en forskyvning
av gjennomsnittet av symmetriske fordelinger, men
ikke av asymmetriske fordelinger. Data fra referanse-
intervallstudier viser ofte asymmetriske fordelinger
(for eksempel enzymer), noe som gjor vurderingen
mer vanskelig. I tillegg er metoden godt egnet til a
detektere en okning av fordelingens spredning, men
den er ikke egnet til & detektere en reduksjon av
spredningen. Hvis ingen av de 20 resultatene ligger
utenfor referanseintervallet kan det tyde pa at det
enten er for vidt eller at fordelingen av eget datasett
er mer homogen enn det originale datasettet, noe som
medferer mindre spredning (fig. 1).

For analytter der referanseintervallet er kritisk
for en klinisk vurdering eller beslutning anbefales
en utvidet verifisering med et hgyere antall indivi-
der («extended validation»), for eksempel 60 prover.
Den utvidete verifiseringen har mer statistisk tyngde

enn en begrenset verifisering. Det forventes at eget
datasett med mange resultater har statistiske egen-
skaper som er representative for hele laboratoriets
populasjon. Ved sammenligning vil i s& fall gjen-
nomsnitt og standardavvik i eget datasett ligge veldig
neert gjennomsnitt og standardavvik av den originale
populasjonen som referanseintervallet baserer seg pa.

Den utvidete metoden baserer seg pa «standard
normal deviate test» og z-verdien, beregnet med
gjennomsnitt og standardavvik, sammenlignes med
en kritisk grenseverdi (z*) (3). Til tross for at bereg-
ningene er relativ enkle & gjennomfore, er det doku-
mentert noen ulemper med metoden (4). Dataene ma
veere nesten normalfordelt, evt. ma de transformeres
forst. I tillegg gjenspeiler den estimerte z-scoren ikke
nedvendigvis endene av de to underliggende forde-
lingene. To fordelinger kan ha for eksempel identisk
nedre referansegrense men helt forskjellig ovre refe-
ransegrense dersom standardavvikene er ulike.

A samle inn et storre antall prover fra friske frivil-
lige individer er mer ressurskrevende enn a samle et
lite antall prever. Det kan derfor vaere et alternativ
4 etablere egne referanseintervaller med hjelp av
ikke-parametrisk statistikk der man ikke trenger sa
mange som 120 individer i hver gruppe, eller ved bruk
av robuste metoder beskrevet av Horn og Pesce (5).
Ved bruk av robuste mal for sentrering og spredning
krever ikke-parametriske og robuste metoder ingen
bestemt fordeling av dataene (1,5).

URL

Figur 1: Begrenset verifisering med n=20:
Resultatfordeling for testosteron med nedre
og ovre referanseintervallgrense (rod linje);
(LRL= lower reference limit; URL= upper
reference limit).
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Density

Indirekte metoder
I motsetning til direkte metoder trenger indirekte
metoder ikke innsamling av prever. Indirekte meto-
der baserer seg pa pasientdata som allerede finnes i
laboratoriets datasystem. Ved hjelp av ulike statistiske
metoder kan man barbere bort resultatene fra de syke
pasientene for & verifisere referanseintervaller. Data-
ene finnes allerede der i store mengder og medferer
ingen ekstra kostnader. Selv om CLSI-standarden
ikke anbefaler indirekte metoder som forste valg
ved verifisering av referanseintervaller, kan disse
metodene vere et nyttig verktoy i noen situasjoner.
Grunnideen er at andelen prover fra ikke-syke
pasienter dominerer blant prgvene som analyseres
ved medisinske laboratorier. Femti til 90% av alle
pasientresultater pa et medisinsk laboratorium antas
a veere innenfor referanseintervallene (6). Den opp-
rinnelige Hoffmann metoden fra 1963 (6) har blitt
videreutviklet (7) og kombineres gjerne med direkte
eksklusjonkriterier for de antatt syke. Basert pa denne
algoritmen kan et etablert referanseintervall verifise-
res pa en enkelt méte ved bruk av «<normal probability
plot» av pasientresultater (8). Mer komplekse mate-
matiske beregninger muliggjor ogsa separasjon av
resultatene fra syke og ikke-syke pasienter og dermed
estimering av nedre og ovre referansegrense ut fra den
store datapoolen (9). Det antas at andelen med resulta-
ter fra syke pasienter etter separasjonen er liten. Selv
om “kontaminering” i praksis ikke kan forhindres, sa
kan den reduseres ved bruk av eksklusjonskriterier,
for eksempel ved bare & velge data fra polikliniske

all

0.108 0.162 0.216

0.054

pasienter. Det antas ogsa at resultater fra de «ikke-
syke» er nesten normalfordelt (eventuelt ma dataene
transformeres) og at det ikke er analytisk drift i analy-
seringsperioden. Metodene har blitt validert for flere
analytter og fungerer bra for bdde normalfordelte (for
eksempel natrium, figur 2) og skjeve fordelinger (for
eksempel enzymer) (9,10,11). Metoden anses fortsatt
ikke som neyaktig nok til & etablere egne referan-
seintervaller med tilstrekkelig lav usikkerhet, men
konseptet kan anvendes for verifisering av eksterne
referanseintervaller samt ved regelmessig revisjon av
egne referanseintervaller. For akkrediterte laborato-
rier krever ISO-standarden 15189:2012 en regelmessig
vurdering av gjeldende referanseintervaller.
Indirekte metoder brukes lite pa de fleste labora-
torier, men de gir en én til én-relasjon mellom refe-
ranse- og pasientpopulasjon, de er rimelige og skaper
feerre etiske problemer enn direkte metoder. P4 den
maten muliggjeres ogsé verifisering av referansein-
tervaller hos pasientgrupper hvor direkte metoder
er vanskelige & bruke, for eksempel barn. Derimot
krever indirekte metoder en del statistisk kompetanse
og kan ikke brukes for analytter som krever faste.

Konklusjon

Om et provesvar er normalt eller patologisk er et
sentralt spersmal ved diagnostikk og utredning av
sykdomstilstander. Mange laboratorier bruker produ-
sentenes referanseintervaller for en del analyser. Det
er viktig at laboratoriene kritisk vurderer hvordan
referanseintervallene ble etablert for de overfores til

whole data set
non-pathological
pathological

Fig. 2: Estimert fordeling av ikke-patologiske
resultater (gronn kurve), patologiske resul-
tater (rod kurve) og alle resultater (bld
kurve) for natrium ved Alesund sykehus.
Moprkegronne linjer viser 2,5- og 97,5-per-
sentiler og lysegronne linjer viser 5- og
95-persentier av den estimerte fordelingen
av ikke-patologiske resultater. Programvare:
Reference Limit Estimator fra DGKL (12).
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eget laboratorium. I tillegg skal man - sa sant det er
mulig - verifisere referanseintervallet lokalt. CLSI- 8.
standarden C28-A3 gir foringer i prosessen og er
et godt utgangspunkt for laboratorier for & komme
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chemistry reference intervals. Clin Chem Lab
Med 2013;51:279-e281.

i gang. 9. Arzideh F, Wosniok W, Haeckel R. A plea for
intra-laboratory reference limits. Part 2. A
bimodal retrospective concept for determi-

Referanser ning reference limits from intra-laboratory
1. Clinical and Laboratory Standards Institute. data bases demonstrated by catalytic activity

Defining, establishing, and verifying reference
intervals in the clinical laboratory. CLSI docu-
ment C28-A3 2008.

10.

concentrations of enzymes. Clin Chem Lab
Med 2007;45:1043-57.
Arzideh F, Brandhorst G, Gurr E, Hinsch W,

2. Holmes EW, Kahn SE, Molnar PA, Bermes EW. Hoff T, Roggenbuck L, et al. An improved indi-
Verification of Reference Ranges by using a rect approach for determining reference limits
Monte Carlo Sampling Technique. Clin Chem from intra-laboratory data bases exemplified
1994;40:2216-22. by concentrations of electrolytes. ] Lab Med

3. Harris EK, Boyd JC. On dividing reference data 2009:33:52-66.
into subgroups to produce separate reference 11. Arzideh F, Wosniok W, Haeckel R. Reference
ranges. Clin Chem 1990;36:265-70. limits of plasma and serum creatinine con-

4. Lahti A. Partitioning biochemical reference centrations from intra-laboratory data bases
data into subgroups: comparison of existing of several German and Italian medical cen-
methods. Clin Chem Lab Med 2004;42:725-33. tres-comparison between direct and indirect

5. Horn PS, Pesce AJ. Reference Intervals: A procedures. Clin Chim Act 2010;411:215-221.
User’s Guide. Washington DC; 2005: 47-57. 12. Wolters B, Haeckel R. Normalisierte Dar-

6. Hoffmann RG. Patients’ test for quality con- stellung von Referenzintervallen und andere
trol. Clin Chem 1969;15:533-6. Excel-Tools der Arbeitsgruppe Richtwerte der

7. Hoffmann RG. Statistics in the practice of DGKL. Klinisch Chemie Mitteilungen 2012,

medicine. JAMA 1963;14:864-876.

o B

Foto: Henrik Alfthan.

Heft 3:110-116.

Klinisk Biokemi i Norden - 12016 | 25



USO: Nordens nyaste likarutbildning och

universitetssjukhus

Lars Breimer

Institutionen for Hilsovetenskap och medicin, Orebro Universitet

Laboratoriemedicinska Linskliniken, Orebros Universitetssjukhus

lars.breimer@regionorebrolan.se

¥ Muttra ménde cyniker att bara tre
ting har skett i Orebro under dess
750 ar som stad: mordet pa Engel-
brekt, valet av Carl XIV Johan -
han med Karl Johans gate i Oslo
men bara ihdgkommen som en
svamp i Sverige — och, pa tal om
svampar, byggandet av Svampen,
vattentornet fran 1958 med en dé radikal nyskapande
design, som man numera ser overallt, d& kopior édter-
finns vérlden runt.

Var vid gott mod ty i 4r slog sig Orebros univer-
sitet in pa den atravirda Times Higher Educational
Supplement (THES) lista pa topp-universitet runt
virlden. Orebro ligger i gruppen 301-350 men THES
rangordnar bara 801 av vérldens ca 17000 universitet.
Dock hade Orebro redan 4 ar tidigare, i januari 2011,
tagit ett stort steg fram som utbildningsstad: den nya
likarutbildningen.

Det var forsta gangen pa 25 ar som en ny lidkarut-
bildning blev till i Sverige. Orebros Centrallasarett
hade redan 1964 fatt titeln "Regionssjukhus” i forvan-
tan pa att fa den utbildning, som da istallet forlades
till Linkdping. Ar 2000 blev det omdépt till Univer-
sitetssjukhuset Orebro, klatschigt foérkortat USO,
fast det inte dr en 6 i Forenta Staterna. Andé skulle
det droja nagra ar innan Hogskoleverket tillstyrkte
likarutbildningen. P4 USO har ett antal vilkinda
namn inom medicinen verkat och forskningen fort-
satter i stark anda. Lakarutbildningen har, givetvis,
fatt mest uppmirksamhet men Orebro har dven en
ling utbildningstradition av biomedicinska analyti-
ker sedan 40 ar och sjukskoterskor i mer dn 100 ar!

Likarutbildningen i Orebro 4r en helt ny peda-
gogisk konstruktion och boér ses som en struktur-
rationalisering i tidens anda. Ett centralt element
i denna modiga nya utbildning ar basgruppen.
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Undervisningen lutar sig starkt pa problembaserat
larande (PBL). Pedagogiken ar ocksd uppbyggd kring
kroppsfunktioner och system typ “forsvar” i stillet
for traditionella discipliner och institutioner sisom
histologi och farmakologi, och korsar dirmed de
gamla granserna mellan klassiska lakarspecialiteter.

Basgruppen utgér studiernas kdrna. Den bestar
av 7-8 studenter. Under terminernas gang far bas-
grupperna olika problem att utreda och lésa. Dessa
kan vara timligen vagt formulerade och studenterna
far fritt utlopp for kreativt tdnkande. For att halla
6vningarna pa ritt kol och styra dem undan de vérsta
skdren, finns 2 basgruppshandledare — en klinisk res-
pektive en biomedicinsk forskare. Gruppen kommer
fram till det som behover studeras i storre djup och
uppgifterna fordelas mellan medlemmarna. Sedan
traffas gruppen igen efter nagra dagar och gar igenom
sina fynd och slutsatser. Direfter fir man nésta émne.

Basgrupperna ér inte statiska utan medlemmarna
byts ut inf6r varje termin for att skapa nya kon-
taktytor. Som larare ar det roligt och stimulerande
att vara basgruppsledare. Man maste halla sig a jour
med flera omrdden men samtidigt undvika att ta for
mycket plats under métena. For att bli ledare genom-
gar man en rejdl trdning och urval. PBL &r i och for
sig inget nytt och har anvénts i Linképing, varifran
flera av Orebros pedagoger hirstammar. Man har
aven hamtat inspiration och kompetens fran Glasgow
och Maastricht.

Undervisningen kompletteras med katedrala fore-
lisningar och smagruppsseminarier. I bérjan var
grupperna mindre med 7 4 8 studenter men 6ver tiden
har de landat pa omkring 15 per grupp.

Likarutbildningen har gett bade sjukhuset och
staden ett rejalt Iyft.

Hur berér allt detta Klinisk kemi pa USO férutom
basgrupper och foreldsning? Klinisk kemi har fatt tre



stora undervisningsuppdrag hitintills, vilka alla upp-
skattas av studenterna. Forst har vi en smégruppsun-
dervisning om diagnostisk hematologi under Ter-
min 3 runt temat cytopenier. Den bestar av ett kort
interaktivt foredrag till gruppen som helhet. Sedan
delar studenterna upp sig. Den ena gruppen gar forst
till mikroskopi dér personalen gar igenom ett antal
kliniska fall medan den andra gruppen gar till vart
Sysmex-instrument och fir en genomging av denna
samt exempel pé fall med avvikande cytogram. Sedan
byter grupperna med varandra.

Vi haller ocksa katedrala foreldsningar pa termin
5 och termin 7. Termin 5 dr en tung dubbeltimme
dar vi tacker néstan all klinisk kemi pa 2 ganger 45
minuter. Det ar visserligen en éverdrift men vi tar oss
igenom hormoner och immunbaserade analysmeto-
der, njurfunktion, vissa magtarmtester inkl calpro-
tectin, ockult blédning och screening for kolorektal
cancer samt tumoérmarkorer. Foreldsningen under
T7 ar orienterad kring hur labbet kan hjdlpa med
diagnos och behandling, med diverse exempel sdsom
den akuta buken, hypercalcemi och forgiftningar.

Klinisk kemi kommer ocksa att medverka i att
satta ihop fall och fragor till ett system av elektro-
niska prov under T11 dér kursledarna har hamtat

Campus USO. Nybyggnaden for likarutbildningen med bl a medicinska biblioteket, hrsalar och méteslokaler samt cafeteria.

inspiration fran Storbritannien dir man arbetar
efter konceptet "Medical Finals”. Man gor ofta en
fragekonstruktion ddr man viljer det bésta av fem
mojliga svar. Det kallas for SBA - single best answers
— eller BOFs — best of fives. Férdelen med denna
fragekonstruktion anses vara att det gar att ligga
in dem i likarutbildningens elektroniska system (vi
anvander “Blackboard”), som studenterna arbetar
med. Man kan tex ldgga in en bild pa en labbsvar,
en flodescytometri och sedan fraga vad bilden bist
stimmer 6verens med. Da giller det att ha ett bdsta
svar och fyra svar som dr “distractors”, dvs néstan
mojliga svar. Det blir en elektronisk tappning av att
sitta med studenterna i grupper under sista terminen
och bombardera dem med provsvar som de dels skall
tolka, bestélla andra tester och lanka till symtom och
kliniska tecken. En sadan séjour avser att efterlikna
den verklighet som vintar likarstudenterna efter
slutexamen.

P4 USO bedrivs forskning, framférallt patientori-
enterad. Mikrobiologen och prostataforskningen har
lange varit i vérldsklass, likaledes kardiologi (inte
allena brunbjérnsprojektet), anestesi och IVA. IBD,
inte minst bland barn, diabetes och glukoskéanslig-
het under graviditeten, samt halsoekonomi dr andra

o ——
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omraden. Torbjorn Nilsson, numera professor i kli-
nisk kemii Umed, forde fram flera doktorander bade
fran klinik och kemlab, och var samtidigt bihand-
ledare for atskilliga nar han 1999-2013 arbetade pa
Kem-Lab pa USO. Torbjorns insatser lever vidare
genom flera av hans doktorander sdsom Sanja Far-
kas, Lovisa Olsson, Anna Béttiger, Ricardo Almon,
Nils-Olof Hagnelius och Anita Hurtig-Wennlof. Jag
sjilv har sedan jag kom till USO huvudsakligen dgnat
sig 4t utbildningsforskning (dmnesomréidet finns
inte med i PubMed, utan man maste ga in i ISI web of
science). Molekylargenetisk diagnostik ar val utveck-
lad pa USO. Mikrobiologen pa USO ir ett WHO-
referenscenter for vissa STD (bl a Gonococcer), dar
docent Magnus Unemo ar "Director” (WHOs titel).
Man har ocksd nationella referensuppdrag samt
internationella engagemang, bl a i Mocambique och
Uganda rérande HIV, HPV och andra STD genom
Labmedicins verksamhetschef S6ren Andersson.
Med dessa engagemang foljer ocksé en hel del kon-
sultuppdrag for sjukvarden i diverse lander.

USO har ocksd sedan 15 &r en HTAN-enhet
benimnd CAMTO, vilket stir fér “Centre for
Assessment of Medcial Technology in Orebro” dér
jag har 25% av min tjinst. CAMTO:s medlemmar
kommer fran olika discipliner och bestar inte bara

av lakare utan ocksa sjukskéterskor och sjukgym-
naster. CAMTO har fatt i uppdrag att leda HTAN-
verksambheten i hela Uppsla-Orebro-regionen.

I Bologna-anpassningens anda, som pa alla vara
lakarutbildningar, gér studenterna projektarbeten
under T6 och T1l, men i denna sammanflitade
pedagogik tycks inte finnas samma mgjligheter att
borja forska pé en klinik under studietiden som det
gjorde i det gamla systemet. Det finns dirfor en risk
att forskargloden inte tinds bland de medicine stu-
derande och att utbildningen blir en sofistikerad och
glorifierad korvstoppningsmaskin, men det far fram-
tiden avgoéra. Utvecklingen maste bevakas noga den
nédrmaste tiden. Det kommer i alla hdndelser att bli en
svar utmaning att kunna rekrytera hugade studenter
att bli specialister inom var disciplin.

Orebro 4r Nordens yngsta universitetssjukhus och
dess likarutbildning avses vara nyskapande. Med allt
mer elektroniska inldrningsmetoder kan likarutbild-
ningen st infér dn storre strukturrationaliseringar
dér tyngdpunkten blir den kliniska utbildningen och
s k pre-klinisk utbildning koncentreras pé ett par
orter. Man kanske kan jaimfora med USA, dar lakar-
utbildningen “bara” dr pa 4 ar, men istéllet forutsitter
att de som antas har med sig i bagaget en motsvarande
fil kand inom lampliga Life Science-dmnen.
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Positiv energibalans kan péaverka vanliga

laboratorieprover
Fredrik Rosqvist

Klinisk nutrition och metabolism, Institutionen for folkhdlso- och vardvetenskap,

Uppsala universitet

Flera vanliga laboratorieprover
som anvands for att pd nagot vis
avspegla en individs hilsostatus
kan péverkas av individens ener-
gibalans. Det kan déarfor vara av
virde att kinna till hur individens
energibalans varit den nidrmaste
tiden innan provtagning for att
gora en korrekt bedémning av provsvaren. Om indi-
viden har varit i positiv energibalans, dvs energiinta-
get har varit storre én energiférbrukningen, tiden fére
provtagning kan man anta att flera variabler ligger
hogre an de skulle ha gjort om samma individ under-
sokts i energibalans. Intresset har okat for att utfora
kontrollerade studier i positiv energibalans ("overfee-
ding”) med syftet att studera metabolismens respons
pé (6ver)belastning. Det ar ju inte heller ovanligt att
patienter som vi moter i sjukvérden har dgnat sig at
“overfeeding” under kortare eller lingre perioder.
Denna artikel dmnar ge en kort sammanfattning
6ver resultat som observerats under inducerad vikt-
uppgang/energioverskott.

Inflammation och kirlfunktion

Iggman et al (1) sg att plasmanivéer av ICAM-1,
VCAM-1 samt E-selectin okade efter endast ca 1,5
kg viktuppging under en sjuveckorsperiod, trots
att deltagarna var smala (BMI ca 21), unga (ca 27
ar) och friska. Flertalet studier, dar viktuppgangen
pagatt i 4-8 veckor, har visat att plasmanivéer av CRP
dkar (2-5). Okningen av CRP var i tre av studierna
ca 25-30%, men i en studie dubblerades nivan.
Resultat gillandes markorer f6r inflammation och
kdrlfunktion dr dock inte konsekventa (3, 6-9) och
paverkas formodligen av individens forutsattningar
(se nedanstdende resonemang om metabolt utgangs-
lage, vilket sannolikt galler dven 6vriga omraden).
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Oxidativ stress

Efter endast 6 dagars 6veritning (dock massivt) sags
en markant 6kning av isoprostanen 8-iso-PGF2a,
en viletablerad markor for oxidativ stress, i urin
(10). Denna 6kning var statistiskt signifikant efter
endast 2 dagars overatning, vilket eventuellt anty-
der att oxidativ stress 4r en av de férsta markérerna
som paverkas vid positiv energibalans. Huruvida
likartade okningar dven ses vid mer mattlig Gver-
konsumtion 4r dock oklart och behéver utredas
ytterligare. Aven F2-isoprostan i urin har setts oka
under en viktuppgangsperiod pa fyra veckor (2,7 kg
viktuppgang) (11).

Lipider

Effekter pé totalkolesterol, HDL- och LDL-kolesterol
ar mycket inkonsekventa och antas bero mer pé kos-
tens kvalitet dn sjdlva viktuppgéngen. Till exempel
sdg Iggman et al (1) att blodfetterna forbattrades
om kosten inneholl en hog andel fleromaittat fett
jamfort med mittat fett, trots viktuppgangen. Om
energioverskottet astadkommits genom en hog andel
socker/snabba kolhydrater 6kar generellt nivaerna av
triglycerider (12).

Sockeromsittning

Fasteglukos ar oftast oforandrat i studier pa friska
individer men fasteinsulin brukar ofta oka i sam-
band med viktuppgang (2, 8, 13-17). Aven dessa
variabler verkar piverkas av kosten som anvints for
att astadkomma energioverskottet och ar siledes
féormodligen inte enbart en effekt av viktuppgangen
i sig sjalvt (6, 14, 18). Till exempel jamforde bade
Adochio et al (6) och Horton et al (14) effekterna av
energioverskott skapat av antingen kolhydrater eller
fett och sag att insulin 6kade endast i de grupper som
fatt extra energi i form av kolhydrater.



Leverpaverkan

Flera studier har observerat 6kade nivier av ALAT
under perioder av viktuppgang som varat mellan
tre och atta veckor (5, 12, 19). Aven ASAT kan oka,
vilket sags redan efter 5 dagars energioverskott i en
studie (12, 20). Okade levermarkorer beror formod-
ligen pa okat fettinnehall i levern, vilken visats 6ka
i flera studier utforda i positiv energibalans (3-5, 12,
19, 21-25). Aven hir verkar kostens kvalitet spela roll,
dir Rosqvist et al (21) visade att leverfettet 6kade nir
energioverskottet kom fran mattat fett men att detta
kunde motverkas om energioverskottet istallet kom
fran fleromattat fett, trots likartad viktuppgéng.

Metabolt utgangslige

Att overvikt/fetma ar kopplat till metabola rubb-
ningar dr okontroversiellt, men det giller langt ifrdn
alla pa individniva. En ansenlig andel feta individer
uppvisar en helt normal metabol profil. Det dr ocksa
ként fran viktuppgangsstudier att det dr en stor indi-
viduell variation i svaret pa inducerad viktuppgang.
Detta antas bero pa den individuella kapaciteten att
hantera energioverskottet, dvs lagra fettet pa ritt
stille, namligen i underhudsfettet. Inkommande
energi som inte beh6vs maste lagras. Om underhuds-
fettet har natt sin kapacitet och fungerar simre méste

fettet lagras pa andra platser sisom lever, bukhala,
muskler och andra organ som inte har lika stor kapa-
citet for detta andamal. Forst nér detta sker verkar de
metabola rubbningarna ta fart pé allvar. Fabbrini et
al (26) visade att endast de med 6kad mangd leverfett
vid studiestart fick férsaimrad metabol profil efter
viktuppgéng jamfort med lika feta personer men med
normal mingd leverfett. Alligier et al (27) visade att
individer med simre férmaga att lagra in fett som
underhudsfett lagrade in mer fett i bukhdlan under
viktuppgang. Var griansen gir for underhudsfettets
férmaga att lagra mer skiljer sannolikt mycket mellan
individer (och kén), och hur nira denna grans indi-
viden befinner sig paverkar sannolikt de metabola
effekterna av energioverskott.

Sammanfattning

Vanliga laboratorieprover kan vara tillfalligt for-
hojda efter en period med 6kat energiintag, och vissa
effekter kan ses redan efter nigra dagar. Vid ovin-
tade eller avvikande provsvar kan det darfor vara
av virde att kdnna till individens energistatus den
nirmsta perioden foregdende provtagning. Att gora
sin drliga hdlsokontroll dagarna efter jul 4r sannolikt
inte att rekommendera om man vill ha representativa
laboratorievérden.

CRP

ALAT
ASAT

Insulin
Glukos

VCAM
ICAM

Dagar - veckor
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Doktorgradsavhandling:

Cystatin C och relationen till kardiovaskulir sjukdom

Johannes Arpegard, MD/PhD, Spec Internmedicin,
Akutkliniken, Karolinska Universitetssjukhuset Solna

Bakgrund

Atherosklerotisk kardiovaskuldr sjukdom ér den van-
ligaste dodsorsaken hos bade mén och kvinnor, med
uppskattningsvis 17,5 miljoner dodsfall/ar globalt.
Enligt Virldshédlsoorganisationen (WHO:s) berak-
ningar kommer hjirt-kérlsjukdomar som dédsorsak
att 6ka i bade hog- och laginkomstlander under de
kommande 15 é&ren.l.2 Forlusten av funktionsjus-
terade levnadsar (DALY:s) till f6ljd av hjart- karl-
sjukdom vintas stiga till 150 miljoner globalt ar
2020. Detta gor hjirt- kirlsjukdom till den ledande
somatiska orsaken till produktivitetsnedséttning hos
individer.3 Den frimsta bakomliggande orsaken till
hjart-kirlsjukdomar, aderforkalkning och dess kom-
plikationer ar dirfor av stor betydelse for folkhélsan
i hela varlden.

Genetiska och miljomassiga riskfaktorer vilka,
bade var och en for sig och tillsammans, bidrar
till utveckling av hjirt-kérlsjukdom har studerats
grundligt,4 och stora anstringningar och framsteg
har gjorts ndr det giller att identifiera individer med
6kad risk. For att uppskatta en enskild individs risk
for framtida hjirt-kirlsjukdom kombineras tradi-
tionellt riskfaktorer sdésom alder, kon, rokning, hogt
blodtryck, blodfetter och arftlighet. Dessa riskfakto-
rer forlorar dock en del av sin prediktiva formaga med
stigande alder hos individen,> och deras prediktiva
fé6rmaga hos patienter med etablerad sjukdom ar inte
lika vl studerad som hos friska individer. De senaste
decenniernas medicinska landvinningar inom det
kardiovaskulira faltet, vilka lett till en kraftigt 6kad
o6verlevnad hos patienter med hjart-kérlsjukdom och
sdledes ocksd en vaxande andel éldre befolkning
med etablerade kardiovaskulédra riskfaktorer, moti-
verar intensifierade insatser fOr att identifiera nya
markorer for att forbattra riskbedémningen inom
dessa grupper.

Kronisk njursjukdom och kardiovaskuldra sjuk-
dom é&r polygena sjukdomar som delar flera risk-
faktorer dér sjukdomsutveckling ar en funktion av
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komplexa relationer mellan flera olika genetiska-
och miljofaktorer.6 Dessutom samexisterar bigge
sjukdomarna ofta i en och samma individ. Detta gor
sambandet mellan dessa sjukdomar, och biomarké-
rer som dr relaterade till bagge, sisom cystatin C,
invecklat och orsaksmekanismerna svara att studera.
Att undersoka den relativa betydelsen av hur gene-
tiska och miljomassiga faktorer paverkar variationer
i cystatin C, utvecklingen av ateroskleros och den
intrikata relationen mellan dessa kan darfor leda till
ny viktig kunskap.

Cystatin C
Cystatin C ér ett lagmolekyldrt protein (13,3 Da),”
som beskrevs forsta gdngen 1961 som y-trace eller
post-y-globulin nir det isolerades i cerebrospinal-
vitska och urin fran patienter med nedsatt njurfunk-
tion.8 I borjan av attiotalet konstaterades att proteinet,
som kodas fér av CST3 genen pa kromosom 20,° fung-
erar som en cysteinproteashdmmare. CST3 uttrycks i
allakdrnoférande celler vilka producerar och utsénd-
rar cystatin C i en tdmligen konstant hastighet.10
Ur klinisk synvinkel dr cystatin C forst och framst
kdnt som en markoér for njurfunktion. Det filtreras i
princip fritt i njurens glomeruli och metaboliseras helt
efter reabsorption i proximala tubuli.ll12 Normala
plasmanivaer for cystatin C hos vuxna friska indi-
vider varierar mellan cirka 0,5-1,2 mg/L, men stiger
reciprokt med att den glomeruléra filtrationshastig-
heten minskar.13 Flera studier har visat att cystatin
C ger en mer exakt uppskattning av den glomeruldra
filtrationen @n kreatinin.!4-16 Cystatin C anses dven
vara en bittre biomarkér for att identifiera kronisk
njursjukdom samt pa att prediktera end-stage njur-
sjukdom.1718 T motsats till kreatininbaserade formler
sdsom MDRD och Cockcroft-Gault, behéver cystatin
C-baserade GFR uppskattningar inte ta faktorer sisom
alder, kon och muskelmassa i beaktande.19.20 Darfér
har anvindningen av cystatin C som en markor for
njurfunktionen o6kat i klinisk praxis.
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Fig. 1. Cystatin C-koncentrationen hos patienter med perifer kirlsjukdom (PAD) (n = 103) och dlders och konsmatchade kon-
trollpersoner (n = 96). Kovariansanalys med kovarianterna eGER och log IL-6 visade signifikant hogre cystatin C virden hos
PAD gruppen. De vertikala staplarna representerar 95% konfidensintervall.

Flera epidemiologiska studier har visat att cystatin
C, vid sidan av dess funktion som markor for glo-
meruldr filtration, dr associerat med ett antal olika
kliniska utfall sdsom hjartsvikt, risk for infektion
och totalmortalitet.21-23 Vidare har det foreslagits att
cystatin C skulle kunna vara en oberoende biomar-
kor for kardiovaskuldr sjukdom.24 Bakgrunden till
detta antagande ar att cystatin C &r en viktig naturlig
inhibitor av s& kallade cysteinproteaser, vilka har en
central roll i omvandlingen av kérlvaggen under den
atherosklerotiska processen.25.26 Resultat fran tidigare
populationsbaserade studier har visat att cystatin C ar
overlagset kreatinin for prediktion av incident kardio-
vaskular sjukdom.27-29 Huruvida detta beror pa unika
egenskaper hos cystatin C som oberoende dr kopplade
till kdrlremodellering och kanske kausalt inblandade
i utvecklingen av aterosklerossjukdom dr omtvistat.30

Komplexa sjukdomar

Atherosklerotisk sjukdom till de s kallade polygena,
eller komplexa, sjukdomarna. Det innebir att utveck-
lingen av en sjukdom ar resultatet av ett komplext sam-

spel mellan olika miljéfaktorer och flera varianter och
férandringar pa gen-nivé. Till skillnad fran sa kallade
Mendelska sjukdomar, sésom Huntingtons sjukdom,
cystisk fibros och fenylketonuri, vilka orsakas av
forandringar i en specifik gen, lyder inte komplexa
sjukdomar under de Mendelska lagarna som forut-
satter dominanta eller recessiva arftlighetsmonster av
allelerna i en unik gen.3! Aven om gener associerade
med komplexa sjukdomar drvs pd samma sitt, utgor
de enbart en del av forutsittningarna for sjukdomsut-
veckling. Detta innebar att en genetisk "kinslighet” for
att utveckla en komplex sjukdom inte ér tillrackligt,
det kravs ocksa interaktion pd molekylar niva mellan
genetiska produkter och biprodukter fran miljépaver-
kan for att en sjukdom skall uppsta.32 Vidare bygger de
genetiska forutsattningarna fér komplexa sjukdomar
néstan alltid pa forandringar vid mer 4n ett genetiskt
lokus, och samverkan mellan manga olika loci, sa
kallad epistasis,33 bidrar ofta till sjukdomsutveckling.
Detta har bekriftats i stora multicenter analyser vilka
har identifierat 6ver 45 genetiska loci som ar associe-
rade med hjart-kérlsjukdom.34-36
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Avhandlingen

Huvudsyftet med vart arbete har varit att undersoka
sambandet mellan cystatin C och atherosklerotisk
hjart-karlsjukdom med sarskilt fokus pa den relativa
betydelsen av genetik och milj6. Var ambition var att
undersdka om cystatin C skulle kunna anviandas som
en biokemisk markor for atherosklerotisk kardiovas-
kuldr sjukdom och om det har ett prognostiskt virde
avseende sekundir hjirt- kirlhdndelse hos patienter
med prevalent perifer kirlsjukdom. Dessutom har
vi sokt uppskatta heritabiliteten for cystatin C samt
undersoka vilken roll genetik och milj6 har pé f6rhal-
landet mellan cystatin C och prevalent samt incident
hjart-karlsjukdom.

Studierna som ligger till grund fér detta arbete
har bedrivits i tva skilda kohorter. De forsta tva stu-
dierna genomfordes i en mindre kohort bestaende av
enbart mdn med prevalent caludicatio intermittens.
De 6vriga studierna dr utférda i en stor tvillingkohort
om drygt 12 000 individer av bigge kon.

Studie I & IT

I'studie I, som &r en fall-kontrollstudie med 103 mén
med en genomsnittsdlder pa 68 ér, observerade vi
en signifikant skillnad i cystatin C-nivéer i blodet
hos patienter med perifer kirlsjukdom jaimfért med
en alders- och konsmatchad kontrollgrupp. (figl) I
motsats till resultaten for cystatin C observerade vi
ingen signifikant skillnad mellan grupperna avse-
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Fig. 2. Incidens av kardiovaskuldra héindelser (dod eller
sjukhusinldggning p.g.a. akut hjdrtinfarkt, stroke eller
revaskularisering) hos patienter med PAD uppdelade efter
cystatin C virdet vid inklusionen (low, medium, high).
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ende estimerad glomeruldr filtration (eGFR) eller
kreatininclearance. Detta dr i Overensstimmelse
med det faktum att kreatinin ar en ganska okéinslig
GFR markor.14-16 T en kovariansanalys dér antingen
eGFR eller beraknad kreatininclearance tillsattes som
kovariat foérblev cystatin C-koncentrationen hogre
i PAD-gruppen. Saledes indikerar vara resultat att
den 6kning av cystatin C-koncentrationen som sags
i PAD-patienterna kanske inte enbart ar relaterad till
en samtidig minskning av njurfunktionen. En hypo-
tes dr att den okade cystatin C-koncentrationen kan
ha samband med ett mer avancerat stadium av ader-
forkalkning och darfor justerade vi aven for inflam-
matoriska markorer relaterade till aderforkalkning.
Vi fann da att den ékade nivan av cystatin C hos
PAD patienter kvarstod nir antingen IL-6 eller CRP-
nivaer lades till som kovariater, vilket gav ytterligare
stod till hypotesen att cystatin C kan anvindas som
en oberoende markor for atherosklerotisk sjukdom.
Saledes verkar det som om den observerade 6kningen
av cystatin C-koncentrationen kan aterspegla andra
mekanismer i den atherosklerotiska processen an
vad inflammationsmarkérer som CRP och IL-6 gor.
Mojliga sidana mekanismer kan till exempel vara
atherosklerotisk remodellering av kdrlviggen genom
kollagenolys och elastinolys eller en snabbare progres-
sion av vaskuldrt aldrande.

I en uppféljande longitudinell studie i samma
kohort studerade vi det prediktiva virdet av cysta-
tin C for en kombinerad endpoint bestdende av dod
eller sjukhusinldggning till f6ljd av akut hjartinfarkt,
stroke eller revaskularisering. Vi f6ljde 98 individer
ur kohorten under 71 manader och kunde da kon-
statera att ett prediktivt virde avseende var endpoint
inte forelag. Detta resultat var nadgot ovéintat och star i
motsats till resultaten fran en longitudinell studie i en
négot storre kohort med jamforbara baslinjedata som
var.37 En plausibel forklaring till resultatet i var studie
ar att kohortstorleken om 98 individer samt de relativt
fa handelserna kan ha gett upphov till ett typ-2 fel.

Vi konstaterande dven grafiskt ett U-format sam-
band mellan tertiler av cystatin C-koncentration och
kardiovaskuldra handelser (figur 2) vilket var ovéntat.
Pd grund av detta anvindes en kvadratisk modell,
dock utan att ge upphov till ndgon forindring av
signifikans for resultatet. Det U-formade samband
mellan cystatin C-koncentration och en andra kar-
diovaskuldr hindelse i PAD-patienter ér ett intressant
fynd som, sa vitt vi vet, inte har rapporterats tidigare.



Table 1. Univariate ACE/ADE estimates for all the phenotypes, and test for sex difference

Quali- Quanti-
tative  tative

Phenotype Sex h2 A C D E sex diff sex diff

Cystatin C M 0.55(0.49-0.60) 0.26 (0.14-0.43) 0.29 (0.11-0.43)  0.45 (0.40-0.51) n y
F 0.63 (0.59-0.66)  0.56 (0.37-0.65) 0.06 (0.00-0.26)  0.37 (0.34-0.41)
Both 0.60 (0.56-0.63) 0.37 (0.24-0.49) 0.23 (0.09-0.37)  0.40 (0.37-0.44)

Creatinine M 0.56(0.51-0.61) 0.24(0.12-0.41) 0.32(0.14-0.46) 0.44(0.39-049) n y
F 0.62 (0.58-0.65)  0.61 (0.49-0.65) 0.01 (0.00-0.13)  0.38 (0.35-0.42)
Both 0.59 (0.56-0.62) 0.38 (0.25-0.51) 0.21 (0.08-0.35)  0.41 (0.38-0.44)

eGFR* (Cys C) M 0.55(0.50-0.60) 0.28 (0.14-0.47) 0.28 (0.65-0.42) 0.45(0.40-0.50)  n y
F  0.63(0.59-0.66) 0.60 (0.41-0.66) 0.03 (0.00-0.23)  0.37 (0.34-0.41)
Both  0.60 (0.57-0.63)  0.39 (0.26-0.52) 0.21 (0.07-0.35)  0.40 (0.37-0.43)

MDRD* (crea) M 0.62(0.57-0.66) 0.39 (0.26-0.58) 0.22(0.03-0.37) 0.38(0.34-043)  n y
F  0.65(0.62-0.68) 0.65(0.58-0.68) 0.00 (0.00-0.07)  0.35 (0.32-0.38)
Both  0.63 (0.60-0.66) 0.56 (0.43-0.64) 0.07 (0.00-0.21)  0.37 (0.34-0.40)

CKD-epit (Cys C+crea) M 0.56 (0.46-0.62) 0.56 (0.46-0.62)  0.17 (0.11-0.25) 028(0.25-031) n y
F 036(0.27-044) 0.36(0.27-0.44) 0.39 (0.31-0.47) 0.25 (0.23-0.28)
Both 048 (0.42-0.54) 0.48 (0.42-0.54) 0.26 (0.20-0.31) 0.26 (0.24-0.28)

CKD-epit (crea) M 0.62(0.50-0.68) 0.62(0.50-0.68) 0.06 (0.02-0.16) 0.32 (0.28-0.36) n y
F 0.37 (0.27-0.48) 037 (0.27-0.48)  0.30 (0.21-0.39) 0.32 (0.29-0.36)
Both 0.54 (0.47-0.61) 0.54 (0.47-0.61)  0.14 (0.08-0.19) 0.32 (0.30-0.35)

CKD-epit (Cys C) M 0.51(0.39-0.58) 0.51(0.39-0.58) 0.21 (0.15-0.31) 0.28 (0.25-0.32) n y
F  038(0.30-047) 0.38(0.30-0.47) 0.38 (0.30-0.46) 0.24 (0.21-0.26)
Both 0.46 (0.40-0.52) 0.46 (0.40-0.52) 0.28 (0.23-0.33) 0.25 (0.24-0.28)

CVD$ M 0.39 (0.02-0.67)  0.39(0.02-0.67)  0.17 (0.05-0.45) 0.44 (0.32-0.58) n n
F 0.20 (0.00-0.61)  0.20 (0.00-0.61)  0.27 (0.00-0.51) 0.53 (0.37-0.70)
Both 0.41(0.13-0.62) 0.41(0.13-0.62) 0.12 (0.00-0.31) 0.47 (0.38-0.59)

CAEI M 048(0.08-0.77) 0.48 (0.08-0.77) 0.19 (0.00-0.49) 0.33(0.22-048)  n n
F  030(0.00-0.72) 0.30(0.00-0.72) 0.25(0.00-0.58) 0.45 (0.27-0.66)
Both 0.51(0.21-0.73)  0.51 (0.21-0.73)  0.12 (0.00-0.33) 0.37 (0.27-0.49)

STROKE# M 024(0.00-0.61) 0.24(0.00-0.61) 0.17 (0.00-0.47) 0.60 (0.38-0.80)  n n
F 0.48(0.02-0.70) 0.48(0.02-0.70) 0.00 (0.00-0.33) 0.52 (0.30-0.78)
Both 0.45(0.07-0.59) 0.45 (0.07-0.59) 0.00 (0.00-0.00) 0.55 (0.41-0.72)

h2=heritability, defined as A in ACE-model and A+D in ADE-model; A=added genetic component, C=common environmen-
tal component, D=dominance genetic component, E=unique environment component; Qualitative sex-difference= genetic
correlation of less than .5 among opposite-sex twin pairs suggesting different genetic factors operating for males and females;
Quantitative sex-difference=significant difference in correlation between male and females. *Machine calculated GFR. +GFR
according to the MDRD formula. *GFR according to the CKD-epi formula. SCardiodascular disease (definition in Method).
ICoronary artery event (definition in method.) #Stroke defined in method.
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En U-formad association har dock beskrivits mellan
cystatin C och incident kognitiv svikt/demens i en
longitudinell studie i en populationsbaserad kohort
bestaende av dldre kvinnor.38 En tolkning av detta
kan vara att cystatin C kan spegla olika aktiviteter i
olika stadier av en pagaende atherosklerotisk process,
sasom inflammation och smakarlsdegeneration vilket
leder till andorganskada sdsom subklinisk hjirnin-
farkt och efterf6ljande vaskuldr demens.

Studie IIT & IV
Resultaten av var forsta studie indikerar en entydig
koppling mellan cystatin C och atherosklerotisk
hjart-karlsjukdom. Huruvida detta beror pa ett
orsakssamband, eller om det bara speglar effekterna
av nedsatt njurfunktion hos atherosklerotiska patien-
ter ar oklart. Vidare har vi inte kunnat faststélla
en prediktiv effekt av cystatin C med avseende pa
framtida kardiovaskuldra hindelser i en redan athe-
rosklerotiskt belastad kohort. Det finns dock ménga
tidigare studier som har visat att cystatin C ar sig-
nifikant associerat med, och prediktivt for, incident
kardiovaskulér sjukdom.37.39.40 Dock finns fa studier
pa patienter med manifest hjartkarlsjukdom.
Eftersom atheroskleros betraktas som en genetiskt
komplex sjukdom bestimde vi oss for att undersoka
betydelsen av arv och miljo for sambandet mellan
cystatin C och prevalent samt incident hjart- karlsjuk-
dom. Genom att anvdnda en klassisk tvillingdesign i
en stor kohort om ca 12 000 en- och tvadggstvillingar
med en genomsnittsdlder pd 64,9 ar berdknade vi
heritabiliteten f6r bade cystatin C och kreatinin till
knappt 0,6 i genomsnitt for bada konen. Ett resultat
som dven bekriftades via en sa kallad genome wide
complex-trait analysis (GCTA). Fér den kombinerade
endpointen kardiovaskular sjukdom, definierad som
atherosklerotisk kranskirlssjukdom och stroke, fann
vi en arftlighet pa 0,39 respektive 0,20 hos mén och
kvinnor. Sa vitt vi vet har ingen tidigare studie rap-
porterat drftlighet for denna kombinerade fenotyp.
Vi fann dven att den fenotypa korrelationen mel-
lan cystatin C och prevalent kardiovaskular sjukdom
var lag men att den i princip uteslutande medieras av
gemensam genetik (tabell 1), vilket skulle kunna tyda
pa ett mojligt kausalsamband. Denna korrelation gil-
ler emellertid mellan prevalent kardiovaskulidr sjuk-
dom och cystatin C och darfor dr det inte mojligt att
dra nédgra slutsatser om ett eventuellt orsakssamband.
Associationen kan mycket vil bero pa omvénd kau-
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salitet det vill sdga den kardiovaskuldra sjukdomen
i sig orsakar forhojt cystatin C. Det ar ocksa mojligt
att associationen beror pa konfounders som ar kopp-
lade till bade exponering och utfall. Denna observa-
tion fick oss emellertid att ytterligare undersoka den
relativa betydelsen av gener och miljé fér incident
kardiovaskuldr sjukdom.

Associationen mellan cystatin C och och incident
kardiovaskuldrsjukdom studerades siledes i en pro-
spektiv co-twin kontrolldesign i samma kohort. Vi
visade att variationen i cystatin C var relaterat till
incident kardiovaskuldr sjukdom oberoende av tra-
ditionella riskfaktorer och kreatininbaserat eGFR,
vilket bekraftar resultat fran tidigare studier.41-43
Ett nytt fynd var att cystatin C forutspadde incident
stroke hos endggstvillingar justerat for genetisk kon-
founding. Denna upptackt tyder pa att individspeci-
fika milj6faktorer som paverkar cystatin C ocksa ar
associerade till stroke. Vér studiedesign tillater oss
dock inte att dra nagra slutsatser om vad som utgor
dessa unika miljofaktorer. Tidigare rapporterade
miljofaktorer som ér associerade till cystatin C eller
mild eGFR-reduktion dr dock rokning och yrkes-
massig exponering for bly och arsenik. 44-47 Det kan
forstas aven rora sig om exponering fér nagon annan
yttre faktor vars relation till cystatin C och kardio-
vaskuldr sjukdom dnnu aterstar att upptiacka. Nar vi
justerat for traditionella riskfaktorer kvarstod dock
associationen vilket tyder pé att denna yttre faktor ar
oberoende av dem. Séledes ar miljofaktorer den mest
sannolika orsaken till sambandet mellan cystatin C
och incident kardiovaskuldr sjukdom.

Vara fynd 6verensstimmer vil med resultatet
fran en nyligen publicerad Mendelian randomiza-
tion studie4® som inte har kunnat visa pa nagot
kausalt samband mellan gener relaterade till cystatin
C och incident kardiovaskulir sjukdom. Detta har
ocksa bekraftats och utvidgas till stroke, hjartsvikt,
diabetes och metabola syndrom i tva andra stora
MR-studier som dock dnnu bara publicerats som
abstracts.49.50 Mot bakgrund av dessa resultat ar en
mer trolig forklaring till den genetiska 6verlappning
mellan cystatin C och kardiovaskulédr sjukdom som
vi funnit i vara studier s& kallad pleiotropi, vilket
innebdr att samma gener piverkar bada fenotyper
var for sig. Vidare dr ju cystatin C en markor for
kronisk njursjukdom, som i sig delvis kan ses som en
slags karlsjukdom sdsom vid atherosklerotisk reno-
vaskulér sjukdom (ARVD),5! vilket gor att studier av



och slutsatser om orsakssamband ytterst komplexa.
Salunda 4r det ocksd majligt att den till synes obero-
ende korrelationen mellan cystatin C och PAD i vara
studier beror pa subklinisk njursvikt, eventuellt pa
grundval av ARVD, vilken kreatininbaserad eGFR
inte formér uppticka.

Slutsatser

Associationen mellan cystatin C och atherosklero-
tisk hjart-karlsjukdom, vare sig den ar kausal eller
ett matt pa nedsatt njurfunktion, ar entydig. Vara
resultat utokar kunskapen om sambandet mellan
cystatin C och kardiovaskular sjukdom. Vi havdar
att vara resultat stodjer anvindningen av cystatin
C som en viktig biomarkér kinslig for incident
hjart-karlhandelse. Dock krivs ytterligare studier
av anvandningen av cystatin C som en prediktiv
biomarkoér for olika former av hjart-kérlsjukdom,
i olika populationer, for att ytterligare klargéra en
mojlig klinisk anvindning bortom det njurmedicin-
ska faltet. Specifikt studier som kan visa om cystatin
C kan forbéttra omklassificering till relevanta risk-
kategorier 4r motiverade.

Da stora konsortiestudier inte stoder ett orsaks-
samband mellan cystatin C och kardiovaskuldr
sjukdom &r ett fortsatt fokus pa att etablera bevis f6r
detta, med avsikten att skapa interventionsterapier
riktade direkt mot cystatin C, av foga intresse. En
viktig framtida inriktning ar i stdllet att undersoka
den del av sambandet mellan cystatin C och hjart-
kirlsjukdom som dr relaterad till miljofaktorer
vilka sannolikt ar béttre limpade som ett mal for
intervention.
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Introduksjon

Differensialtelling av leukocytter utfores i stort antall
ved de fleste sykehus og er av stor betydning ved mange
kliniske tilstander. Undersokelsen utfores som kjent i
de fleste tilfellene med automatiserte hematologiin-
strumenter, men i vanskelige tilfeller utfores ogsa ved
telling i blodutstryk. I henhold til CLSI (H20-A2) er
den offisielle referansemetoden for differensialtelling
av hvite blodlegemer klassifisering av totalt 400 leu-
kocytter i to blodutstryk. Det synes imidlertid a veere
enighet om at klassifisering av leukocytter med blod-
utstryk som referansemetode er problematisk av flere
arsaker: 1. Hoy impresisjon pd grunn av fa observerte
celler, spesielt for subtyper avleukocytter som sirkule-
rer i et lavt antall i blodet. 2. Celler med ulik sterrelse
kan plassere seg i ulike deler av blodutstryket. En slik
skjevfordeling av celler kan lede til systematiske feil.
3. Ulike observaterer kan gi ulike vurderinger, og
interindividuelle forskjeller i klassifiseringen av hvite
blodlegemer kan lede til systematiske feil. Siden slut-
ten av 1980-arene har det vert diskutert og lagt frem
forslag til nye referansemetoder for differensialtellin-
gen med bruk av flowcytometri til klassifisering ved
hjelp av monoklonale antistoffer. The International
Council for Standardization in Hematology har en
arbeidsgruppe som ser pa denne problemstillingen.
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De har blant annet publisert en sammenligning av
tre kandidatmetoder, deriblant en metode utviklet av
Bjornsson og medarbeidere i Malmo. Forelopig har det
ikke blitt enighet om en endelig metode.

I vart prosjekt har vi sammenlignet resultatene fra
differensialtellinger utfert p4 hematologiinstrumenter
med resultatene fra immunologisk flowcytometri. I
artikkel I, IT og IIT vurderte vi kvaliteten pa automa-
tisert telling av henholdsvis basofile granulocytter,
nevytrofile granulocytter ved neytropeni og eosinofile
granulocytter ved eosinopeni (1-3). I artikkel I'V laget
vi en metode for a telle antallet viable monocytter i
fullblod (4). Metoden ble brukt til forskning, men kan
potensielt ogsa vere av klinisk interesse.

Artikkel I

Basofile granulocytter finnes i sveert lav konsentrasjon
iperifert blod. Gjennom 5-parts differensialtelling har
man i mange r gitt ut svar pa antall basofile, men den
kliniske nytteverdien er meget uklar. Antall basofile
kan imidlertid veere av betydning ved kronisk mye-
logen leukemi hvor resultatet ogsd inngér i en prog-
nostisk score (Eutos score). Mange tidligere studier
der basofiltellinger har blitt sammenlignet mellom
hematologiinstrumenter og blodutstryk har antydet at
kvaliteten pé tellingen av basofile var darlig. Vi sam-
menlignet basofiltellinger i 112 pasientprever utfort pa
Sysmex XE-2100, Advia 120 og Cell-Dyn Sapphire med
en flowcytometrisk telling der basofile ble identifisert
med antistoff mot CD123 og CD193 (tabell 1). Ingen
av hematologiinstrumentene hadde en tilfredsstillende
neyaktighet eller presisjon. I tillegg rapporterte Sysmex
og Advia falsk ekt antall basofile i flere prover. Advia
og Cell-Dyn underestimerte antallet basofile syste-
matisk. Alle instrumentene, men spesielt Cell-Dyn,



Pearson korrelasjon r (95% konfidensintervall, n)

Alle prover

0.64 (0.52-0.74, n=112)
0.24 (0.06-0.41, n=112)
0.81 (0.74-0.87, n=111)

Sysmex XE-2100
Advia 120

Cell-Dyn Sapphire

Ikke-flaggede prover*
0.90 (0.84-0.94, n=60)
0.57 (0.36-0.72, n=60)
0.84 (0.74-0.90, n=60)

Flaggede prover**

0.61 (0.41-0.76, n=52)
0.29 (0.02-0.52, n=52)
0.82 (0.70-0.89, n=51)

Tabell 1. Korrelasjoner for sammenligning av basofiltelling pd hematologiinstrumenter mot flowcytometri.
*Prover helt uten flagg. ** Prover med minst ett flagg, uansett type.

hadde en hay innen serie impresisjon. Vi konkluderte
med at basofiltellinger fra disse instrumentene hadde
liten nytteverdi.

Artikkel IT

Som kjent har pasienter med neytropeni en gket risiko
for alvorlige bakterielle infeksjoner. Det er nok gjort
mange mindre interne valideringer, men det er en
mangel pa publiserte studier der man ser spesifikt pa
kvaliteten av telling ved ngytropeni. Vi sammenlignet
telling av ngytrofile i 106 pasientprever med ngytrofile
<2,0x109/ L pa Sysmex XE-2100 og Advia 2120i med
en flowcytometrisk metode. Vi fant god negyaktighet
og presisjon for begge hematologiinstrumentene ned
til 0,1x109/L. Det var en liten systematisk forskjell
(ca. 10 %) mellom Sysmex og Advia, men denne for-
skjellen har sannsynligvis liten klinisk betydning. Vi
konkluderte med at noytrofile fra disse instrumentene
kan bli rapportert helt ned til 0,1x10%/L, hvilket er av
klinisk interesse.

Artikkel ITI

I de siste 5-10 drene har det blitt publisert en rekke
studier i velrenommerte tidsskrifter der man har
undersgkt sammenhengen mellom eosinopeni og
infeksjon og/eller mortalitet. Mange studier konklu-
derte med at funn av eosinopeni kan ha prediktiv verdi.
Beslutningsgrensene varierte fra 0,01-0,05x109/L, altsa
sveert lave eosinofilverdier. Vi undersokte kvaliteten
pa tellingen av eosinofile i det ssamme materialet som
ble brukt i artikkel II. Ikke uventet fant vi en svert
hey impresisjon for bade Sysmex og Advia for proever
med eosinofile <0,05x109/L. Vi fant ogsa et stort sys-
tematisk avvik mellom Sysmex og Advia (ca. 50 %)
for prover med eosinofile <0,10x109/L, men det var
ikke noe systematisk avvik mellom Sysmex og flow-
cytometrisk eosinofiltelling. Vi konkluderte med at
det er mulig at eosinopeni kan ha prediktiv verdi pa
gruppeniva, men pa grunn av den hoye impresisjonen

er det sannsynligvis ikke riktig & benytte eosinopeni i
Kklinisk praksis med instrumentene vi har undersokt.
Den store systematiske forskjellen mellom Sysmex og
Advia illustrerer ogsa viktigheten av a validere hver
enkelt instrumenttype for bade studier og klinisk bruk.

Artikkel IV

I artikkel IV undersekte vi viabiliteten av monocyt-
ter i kultur og monocytter i fullblod etter stimulering
med lipopolysakkarider (LPS). Bakterielt LPS kan
indusere koagulasjonsproteinet tissue faktor (TF) (koa-
gulasjonsfaktor III) og fosfatidylserin pd overflaten til
monocytter i kultur, og begge disse markerene kan
sammen bidra til gkt trombingenerering. Imidlertid
kan eksponering av fosfatidylserin i yttermembranen
ogsa vere et tegn pa celleded. Etter LPS-stimulering
av citratfullblod er det kjent at monocytter eksponerer
TF, men det er ukjent om monocytter i fullblod ogsa
eksponerer fosfatidylserin. Det er flere metodologiske
utfordringer ved 4 male fosfatidylserin pi monocytter i
fullblod. Preanalytiske metoder som erytrocyttlysering
kan i seg selv lede til eksponering av fosfatidylserin pa
monocytter. I tillegg har monocytter en kraftig tendens
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til a aggregere med trombocytter in vitro ved bruk av
annen antikoagulasjon i preveroret enn EDTA. T artik-
kel IV viste vi at den fosfatidylserinbindende markgren
Laktadherin ikke kan brukes til & vurdere viabilitet av
monocytter i citratfullblod fordi fosfatidylserin ogsa
er uttrykt pa aktiverte trombocytter som adhererer
til monocytter. Det var imidlertid mulig & méale antall
viable monocytter i ulysert fullblod ved hjelp av en
marker for mitokondrielt membran potensial og det
celle-impermeable DNA fargestoffet Sytox Blue. Med
denne metoden kunne vi vise at LPS-stimulering (opp
til 5 timer) induserer celleded hos monocytter i kultur,
men ikke i citratfullblod. Studien demonstrerer flere
potensielle metodologiske fallgruber som kan veere
av betydning for klassifisering av viable celler i blod i
bade studier og rutine.

Oppsummering

Studiene har bidratt til ny kunnskap om den kliniske
anvendbarheten for noen aspekter av differensialtel-
ling av leukocytter med hematologiinstrumenter. De
demonstrerer ogsd nytteverdien av immunologisk
flowcytometri som referansemetode for differensi-
altellingen.

Foto: Henrik Alfthan.
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“Evaluation of clinical leukocyte counts by flow
cytometry” av Erik Koldberg Amundsen, Oslo
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Ibland kan avhandlingars titlar
- 1 all sin strdva saklighet - vara
missvisande. Eller i vart fall inte ge
7 hela sanningen, utan délja dyna-
miten bakom kokett forskarlingo.
? Sa kinde jag ndr jag laste och
opponerade pa Eriks Koldberg
- Amundsens avhandling “Evalua-
tion of cllmcal leukocyte counts by flow cytometry”
fran Institutionen for medisinsk biokjemi, Institutt
for klinisk medisin, Universitetet i Oslo (1). Det dr
en avhandling som borde ha lockat med en betydligt
kaxigare titel. Varfor inte ”Elefant i hematologins
glashus”? For det ar dess resultat varda.

Morfologisk hematologi maste vara den mest
traditionstyngda delen av klinisk kemi, om den
6verhuvudtaget skall inneslutas i denna disciplin.
Tillhorigheten ar inte sjilvklar, den kunde lika vil
tillhora klinisk cytologi. Celler och molekyler &r olika
virldar, och cytologer och biokemister bor inte alltid
pé samma planet, &ven om immunfenotypningen pa
senare ar fort dem samman.

Men hematologin ar speciell. Traditionstyngd pa
ett helt annat sitt an nykomlingar som molekylarbio-
login. Historiskt tillhor cellrikning véra allra dldsta
analyser (2). Antonie Philips van Leeuwenhoek upp-
tiackte blodcellerna pa 1600-talet, utan att ndrmare
fundera pa, eller forsta, vad de gjorde for nytta. Han
var ju trots allt bara en nyfiken tyghandlare frin
kanalerna i Delft. Rudolf Virchow lanserade ddremot
cellpatologin pa 1800-talets mitt och satte cellerna in
i ett patobiologiskt sammanhang. Och Paul Ehrlich
klassificerade 1878 de de olika vita blodkropparna,
vid 24 &rs dlder. Det ar bra jobbat for att var dok-
torand! Darefter gick han rask vidare och botade
syfilis och grundade immunologin. Men det 4r en
annan historia.

Sen har det rullat pa

Koncentrerat tittande i vara mikroskop - populérbil-
den av vetgirig vetenskapare - har vi i 6ver hundra ar
raknat de cirkulerande cellerna. Med nya metoder,
férvisso, och, inte minst, nya fantastiska maskiner,
men med de klassiska fem typerna i fokus - neutrofila,

Erik Kolberg Amundsen forsvarar sin avhandling, vid Oslo
universitet, 29 april 2015.
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basofila, eosinofila, monocyter och lymfocyter (2).
Tappert har vi under mer 4n ett sekel differentialrak-
nat blodceller, angett sifferresultat, levererat referens-
intervall att ha som stod. Vid avvikande resultat har
vi satt dit en stjarna.

Men hur ritt har vi haft?
Det dr den fraga som den pigge och begavade Erik
Kolberg Amundsen lyft fram i sin avhandling. Det ar
en svar fraga att besvara. For vad ér sant? Vad ér ratt?
Nir till och med International Council for Standardiza-
tion in Hematology stéller sig tveksamma till sina egna
referensmetoder f6r de mindre frekvent forekommande
cellklasserna. De senaste tio aren har ocksa flera forsok
gjortsi USA, Frankrike och Sverige f6r att med immun-
cytometri etablera referensmetoder, men malet ar inte
uppnatt (3). Det dr denna forskningstradition som
doktoranden knyter an till, och utnyttjar i sitt arbete.
Och hans resultat 4r 6msom betryggande, émsom
omstortande. Maskinell cellklassning med hjéilp av

s-'

Foto: Henrik Alfthan.
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de stora foretagens hogteknologiska maskiner borde
resultera i hogkvalitativa resultat, i alla fall for celler
av de allra vanligaste slagen, “the Big Five”.

Men sé enkelt ar det inte. Vi har alla haft fel, eller i
vart fall inte haft alla ratt. Lyckligtvis ser det alldeles
utmérkt ut for neutrofila leukocyter, ner till liga nivéer
(4). Dér klarar maskinerna uppgiften med stor bravur,
i vart fall frén de tre leverantorer som respondenten
skdrskddat. Men nar vi kommer till eosinofila leuko-
cyter och, 4n virre, de basofila cellerna finns det bara
en slutsats att dra av Dr. Amundsens upptacktsfard i
hematologin: Vi har haft fel (5,6).

Rid4 for basofila och eosinofila (i vart fall sa linge
det inte ror sig om eosinofili). Dags att ligga ner,
beklaga 100 ar av misstag? Be om ursdkt for veten-
skapliga felaktigheter och tokig slutsatser som dragit
pga. vara bristfalliga metoder? Att erkdnna att de
publicerade artiklarna om association mellan basofila
celler och olika sjukdomar var grundade pa otillrack-
liga metoder.




- Ska du nu ga tillbaka till lab och ligga ner rikning
av basofila?

En opponent kan vara ratt hard. Respondenten tve-
kar med sitt svar. Men skall vetenskapen ha nidgon
funktion i stora vérlden bor den kunna leda till kli-
niska konsekvenser. Boken och svirdet, beredd till
badadera. Som nedlidggning av analyser. Erik Kolberg
Amundsen ser lite tveksam ut. Det 4r kanske inte en
doktorands uppgift, d&ven om hans gradualarbete dr
lysande och dven om forsvaret av de sma skavankerna
varit utmérkt.

- Nej, sdger han. Det hade nog inte varit sa uppskattat.

Men forskning skall inte vara uppskattad. Den skall
vara kridvande och obekvam. En doktorand skall givet-
vis inte riskera att brannas pa bal, nej, en doktorand
skall aldrig, oavsett orsak, riskera livet, men motstand
maste vara ett doktorandprojekts bista betyg. Att
rubba nagot, att hota det gillande, likt hundradriga
sanningar som den om basofila och eosinofila celler.

Tekniken gar framat. Rdddar oss ur den diagnos-
tiska uppgivenheten. Erik Kolberg Amundsen et al.
har nya glinsande vapen att ta till, immunfenoty-
pande metoder som kan ge oss ratt kvantifiering,
aven vid normala och laga nivéer celler. De 4r pa vag
in i sjukvarden.

Det ar betryggande for en doktorand som oforvaget,
och kanske utan att riktigt uppfatta det, likt en elefant
rumsterat om i en traditionstyngd glasaffir, en hema-
tologisk glashus.

Faktaruta:
Att opponera pa norska
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Good News: You're automating your lab.
Best News: We've done it 1344 times.

At Siemens, we have the most experience turning complexity into efficiency,
helping you drive better outcomes.

siemens.com/automation-leader

The challenges of automating a laboratory, whether for
the first time or the third, can be formidable. So having

a partner with extensive experience is key to achieving
your goals. Perhaps that's why more laboratories around
the world rely on Siemens for total laboratory automation
than any other company.

How does Siemens do something so complex so well?
We bring expertise to every phase of your project.

For example, our Lean Healthcare-accredited workflow
consultants apply best practices and leverage Siemens’
proprietary database of sample-processing rules

to streamline operations. Our teams are equipped with
established analytical tools to set achievable benchmarks
for throughput, TAT, staffing, and resource utilization.

We perform periodic, data-driven evaluations that
help you continually improve productivity throughout
our years of partnership.

And by being the only single-source provider able

to connect all four key laboratory disciplines—chemistry,
immunoassay, hematology, and hemostasis—to the
automation track, we can help reduce interoperability
issues, ensuring a more integrated and efficient

overall solution.

Laboratory automation can be complex, but having
completed more than 1344 track-based automation
projects, we can put your mind at ease and help you
achieve your goals. And that is very good news indeed.

Get more good news at siemens.com/automation-leader.



