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FIGHTING THE CORONAVIRUS DRIVEWOU

DELIVERING HIGH- QUALITY ASSAYS DRIVES US.

ACCESS SARS-COV-2 IGG ASSAY

Integrate high-quality antibody testing into your routine workflow, regardless of the size of your lab to help identify front
line healthcare providers, patients, and community populations who have potentially developed an immune response to the

SARS-CoV-2 virus.

ACCURATE, RELIABLE RESULTS SUPPORTING DATA

HIGH IN MEDICAL VALUE & RESULTS

The Access SARS-CoV-2 IgG assay detects antibodies to the 200 Tests an hour can be run on DxlI 800, one of the
receptor-binding domain (RBD) of the spike protein. highest throughput analyzers in the market.

Studies have shown that antibodies against the RBD are Also runs on Dx| 600 (100 tests/hour and Access 2 (50
neutralizing in vitro, indicating that they may be an effective tests/hour). Runs in Random Access Mode seamlessly
measure of immunity when compared to antibodies against integrating into current lab workflow without the need for
other SARS-CoV-2 viral proteins®*. batching or special maintenance. The Access SARS-CoV-2

IgG assay has 200 tests per kit, requiring less frequent

ordering.

S =
100% 99.8%

SENSITIVITY SPECIFICITY VALIDATED
AGAINST 1395 SAMPLES

ASSAY CHARACTERISTICS:

RESULTS
N~25 MINUTES

SOLUTION

il

200

TESTS AN HOUR CAN
BE RUN ON DXI 800

28 DAYS

ONBOARD CALIBRATION

Generate accurate and reliable results that clinicians can trust for individualized patient care, with market-leading assay
sensitivity and specificity that can be integrated seamlessly into routine laboratory workflow.

Learn more at www.beckmancoulter.com/coronavirus

*References:

Human monoclonal antibodies block the binding of SARS-CoV-2 spike protein to angiotensin converting enzyme 2 receptor:
www.nature.com/articles/s41423-020-0426-7

Establishment and validation of a pseudovirus neutralization assay for SARS-CoV-2: www.ncbi.nlm.nih.gov/omc/articles/PMC7144318
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Leder: Om nordisk samarbeid og
norsken, svensken og dansken

Helle Borgstrom Hager

Denne varen, da hele verden
stengte ned og vi alle skulle holde
oss mest mulig hjemme pé grunn
av koronapandemien, oppdaget jeg
et radioprogram som heter Nor-
sken, svensken og dansken. Nei, det
er ikke et program der det fortelles
darlige vitser (jokes/skimt) som
fremstiller svensker som dummere enn dansker og
nordmenn. Det er et program som sendes pa norsk,
svensk og dansk radio (og som podcast), der aktuelle
nyhetssaker i Danmark, Norge og Sverige debatteres.
Det fokuseres pa kulturelle likhetstrekk og forskjeller
mellom de tre nordiske landene, og et av mélene med
programmet er a skape gkt forstaelse mellom Norge,
Sverige og Danmark. Det skulle ha veert et talkshow
med gjester i studio, men de tre programlederne,
Hilde Sandvik (norsken), Asa Linderborg (svensken)
og Hassan Preisler (dansken), har dette aret matt-
tet sitte i hver sine karantenestuer i hvert sitt land.
Samtalene mellom de tre er interessante, leererike og
ikke minst underholdende. Varens programmer var
sterkt farget av den pagiende pandemien. Her er et lite
knippe av noen av overskriftene det siste halve aret:
- Om svensk corona-ekspertvelde, dansk militarisme
og norsk hytteskam
- Om prisen pa et liv, verdien av hdp og hvem som
takler krisen best
- Om sexsymbolet Anders Tegnell, den drapssiktede
norske milliardeer og shariasjeiken som lurte den
danske stat
- Om skandaler i det danske militaeret og det nor-
ske Arbeiderpartiet, og hvorfor svensken hater det
norske Oljefondet
- Om korona-liget, en true crime med dansk ubat-
kaptein, et rettsdrama med norsk justisminister-
frue og en flip-flop med Stefan Lofven.

Norsken, svensken og dansken snakker nettopp
norsk, svensk og dansk i radioprogrammet. Det
samme gjor vi i KBN-redaksjonen pa véire meter,
selv om vi er representanter fra alle fem land i Nor-

4 | Klinisk Biokemi i Norden - 4 2020

Tgd?

gl S Lk

. i d\\l e
W \\[\\m M SM)% "
""‘d wi“%\nz ol 2 “‘1& kL

Ho‘ w
:J\IN‘&,OX W\\x\\ e X

T g e, = S
: \N\(\()\?L @ ¥Esig (ﬂfs‘mf \mmné%‘ H‘E(:
! A H"‘l

“{99\1 \‘.[-l; - H m? '\M‘i\

\(\0\\ i
i inanR i E?Q&Y: E’“%\S\\ \N \]&a\Q

B e

-' !

den. Dette er kun mulig fordi Henrik fra Finland har
svensk som sitt morsmal og fordi Ingunn fra Island
har studert i Sverige og har et utmerket sprakere.
Akkurat som i radioprogrammet, har vi noen ganger
problemer med a forsta hverandre, men det har ogsa
blitt mange gode historier ut av sprakmisforstéelsene.
Og gjennom & motes og snakke vire skandinaviske
sprak, okes var sprak- og kulturforstelse. Vi lerer
om forskjeller og ulikheter i de fem nordiske land,
enten det dreier seg om hvordan vi organiserer vare
laboratorier eller navnene péd planter og dyr pa de
ulike skandinaviske sprak.

Da jeg vokste opp pa 1970- og 80-tallet s& vi pa
bade norsk og svensk barne-TV, og i bokhyllen til
foreldrene mine fant jeg bade svenske og danske
romaner i tillegg til norske. Dagens unge voksne ser
lite pa lineser TV og enda mindre pa TV fra de andre
nordiske landene, og skandinaviske barneprogram
og —filmer blir ofte dubbet. Undersokelser viser at
samtalen mellom nordmenn, svensker og dansker
ikke flyter like lett som for. En sperreundersekelse
fra 2012 (1) viste at:

- Nordmenn forstér svensk, men sliter med muntlig
dansk.

- Svenskene forstar norsk, men har store problemer
med dansk.
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Diagnostic

NO.1 Fast chemiluminescence Inmunoassay

MAGLUMI® Test Menu

Thyroid

TSH (3rd Generation) &

T4 &

T3 &

FT4 47

FT3 &

Tg (Thyroglobulin)
TGA (Anti-Tg)
Anti-TPO
TRAb

TMA

Rev T3
*T-Uptake

Autoimmune

Anti-CCP
Anti-dsDNA 1gG
ANA Screen

ENA Screen
Anti-Sm 1gG
Anti-Rib-P 1gG
Anti-Scl-70 IgG
Anti-Centromeres IgG
Anti-Jo-1 1gG
Anti-M2-3E IgG
Anti-Histones IgG
Anti-nRNP/Sm IgG
Anti-SS-B IgG
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IAA (Anti Insulin)
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Anti-lIA2
*Anti-Cardiolipin 1gG
*Anti-Cardiolipin IgM
*Anti-MPO

Fertility

FSH

LH

HCG/B-HCG &~
PRL (Prolactin)
Estradiol
Testosterone
free Testosterone
DHEA-S
Progesterone
free Estriol
17-OH Progesterone
AMH

SHBG
Androstenedione
*PIGF

*sFlt-1

Hepatic Fibrosis
HA

PIIIP N-P

Clv

Laminin
Cholyglycine

TORCH
Toxo IgG
Toxo IgM
Rubella IgG
Rubella IgM
CMV IgG
CMV IgM
HSV-1/2 1gG
HSV-1/2 IgM
HSV-2 IgG
*HSV-2 IgM
*HSV-1 IgG
*HSV-1 IgM

MAGLUMI® is a trademark of Snibe.

All other product.names and trademarks are the property of their respective owners.

Tumor Markers
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Total PSA
f-PSA
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CA 15-3
CA 19-9
PAP

CA 50
CYFRA 21-1
CA 242
CA72-4
NSE
S-100
SCCA
TPA-snibe
ProGRP
HE4
HER-2
*PIVKA-II

Prenatal Screening
AFP (Prenatal Screening)

Free B-HCG
PAPP-A
free Estriol

Glyco Metabolism

C-Peptide
Insulin

GAD 65
Anti-IA2

ICA

IAA (Anti Insulin)
Proinsulin

MAGLUMI® X8
e Throughput: Maximum 600 tests/hour

S

e On board capability: 300 samples
e Reagent position: 42
e Random access or batch mode, STAT

e Capable to integrate several modules including
Snibe Immunoassay, Biochemistry and ISE module

e Using disposable TIPs

e Capabile to link to Laboratory ég%rr%%
Automation system (TLA/LAS) —isiosuse
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Cardiac Inflammation EBV
CK-MB Monitoring EBV EA IgG
Troponin | hs-CRP EBV EA IgA
Myoglobin PCT (Procalcitonin) EBV VCA IgG
hs-cTnl IL-6 (Interleukin 6) EBV VCA IgM
H-FABP *SAA (Serum Amyloid A) EBV VCA IgA
NT-proBNP
BNP EBV NA IgG
D-Dimer Hypertension EBV NA IgA
Lp-PLA2 Direct Renin
*MPO Aldosterone

Angiotensin | Bone Metabolism
Metabolism Angiotensin Il Calcitonin
Pepsinogen | Cortisol Osteocalcin
REegEmll ACTH 25-OH Vitamin D &%
g Intact PTH
GH (hGH) 4
IGF-I Anemia B-CrossLaps (B-CTx)
|GFBP-3 Vitamin B12 *total PINP

Ferritin
Infectious Disease Folate (FA)
HBsAg RBC Folate Immunoglobulin
Anti-HBs IgM
HBeAg Jii 10A
Anti-HBe Drug Monltorlng IgE
Anti-HBc Digoxin 9
Anti-HCV CSA (Cyclosporine A) lgG
Syphilis FK 506 (Tacrolimus)
Anti-HAV
HAV IgM ) ]

Kid Funct
HIV Ab/Ag Combi TR
Chagas fialic f

9 Albumi * Available soon
HTLV I+1 *Né‘R‘L'"
H.pylori IgG
H.pylori IgA
H.pylori IgM
2019-nCoV IgG 4=
2019-nCoV IgM =
SARS-CoV-2 S-RBD IgG +&
*Anti-HBc IgM L
www.snibe.com




- Danskene har problemer med begge sprik, men
aller mest svensk.

Men det finnes hjelp & fa. Kalabalik och kravaller er
en Facebookgruppe for «<nordmenn som elsker svensk
nok til a skjenne at spraket ma laeres, og for svensker
som smigres nok til & ville hjelpe». Nordsnakk orga-
niserte rundt 2012 gruppesamtaler der man kunne
ove seg pd den nordiske sprakforstaelsen med hver-
andre over Skype, men ser ikke ut til & finnes lenger.
Foreningen Norden har siden opprettelsen i 1919 veert
en pédriver for nordisk samarbeid, gjennom fokus
pé sprak, kultur, historie og samfunnsliv. I 2016
ga foreningen sprakprisen til den norske dramase-
rien Skam. Begrunnelsen var at Skam forer Norden
tettere sammen gjennom okt interesse for skandina-
viske sprakvariasjoner. Aldri for har danske, svenske,
finske og islandske seere veert sa opptatt av en norsk
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ungdomsserie. Mange hadde ikke tdlmodighet til
a vente pa sending i tradisjonelle TV-kanaler. De
oppsekte heller p3.no for a folge serien fortlepende,
med original tale og med ingen eller norsk teksting.

Bli med i Norsken, svensken og danskens «Panskan-
dinaviske terapirom» og ev opp din skandinaviske
sprak- og kulturforstéelse. Eller engasjer deg i nord-
isk samarbeid, enten det gjelder deltakelse i styret i
NFKK, en nordisk arbeidsgruppe eller i redaksjonen
i Klinisk Biokemi i Norden.

1. Medievaner og holdninger. Underspgkelsen er
utfort av Respons Analyse AS, og gjennomfort i
tiden 16. februar til 2. mars 2012. Omtrent 600
journalister og 800 av befolkningen i hvert av
de tre skandinaviske landene deltok, til sam-
men rundt 3600.




Formandens spalte:
Astrup konkurrencen 2020

Henrik L. Jorgensen
Formand i NFKK

Selvom den nordiske kongres i  kurrencen, og bedemmelseskomitéen under ledelse af
Trondheim desverre ikke kunne  professor Lars Melholt Rasmussen gjorde et fint stykke
afholdes i &r pa grund af covid-19  arbejde med at stille sporgsmal til foredragsholderne.
epidemien, lykkedes det alligevel Astrup prisen blev etableret i 1979 af Radiometer
at afholde Astrup konkurrencen  som en haderspris til professor Poul Astrup for hans
som et digitalt event. I figur 1  store arbejde indenfor syre/base og blodgasser, der
kan bedemmelseskomitéen og de
tre finalister ses i screenshots fra
zoomplatformen. Selve videoen af konkurrencen lig-
ger pd NFKKs hjemmeside (http://www.nfkk.org/
nyheter/217-astrup-taevlingen-2020-aer-avgjord), og
jeg kan varmt anbefale at se den. Det var tre virkelig
gode foredrag af meget hgj videnskabelig kvalitet om sa
forskellige emner som massespektrometrisk proteom
profilering til at studere metabolisk sygdom, maternel
hyperthyreoidisme og fodselsdefekter samt maling
af fosforyleret tau i blod som marker for Alzheimer’s
sygdom. Selvom interaktionen med og sporgsmél fra
det store publikum manglede, synes jeg alligevel, at

A

man sagtens kunne fornemme speendingen ved kon-  Figur 2: Astrup Apparatus E50101 fra Radiometer til
maling af blodgasser og syre/base status.

SIEMENS -,
Healthineers - . @)

Sk

Maternal hyperthyroidism and birth defects

Treatment or thyroid function?

We support young scientists.

gional Hospital, Denmark

Blood phosphorylated tau as

Mass spectrometry-based plasma proteomic profiling biomarkers for Alzhaimer’s disease

to study metabolic diseases

Thomas K. Karikari pro
Nicolai J. Wewer Albrechtsen

Specisist Registrar st Gepartment of Clnical Binchemistry, Rigshospitalet

of Peychiatry and Neurochemistry
‘Assistar, Professor at Clincal Proteormic Groisp, NNF Cantar for Protein Research & uroscience ard Physiology

University of Copenhagen, Denmark
L.

Figur 1: Screenshots fra Astrup konkurrencen (pd Zoom platformen).

Klinisk Biokemi i Norden - 4 2020 | 7


http://www.nfkk.org/nyheter/217-astrup-taevlingen-2020-aer-avgjord
http://www.nfkk.org/nyheter/217-astrup-taevlingen-2020-aer-avgjord

seerligt er kendt i forbindelse med polio-epidemien i
Kebenhavn i 1952, hvor anestesiologen Bjorn Ibsen
systematiserede assisteret respirationsbehandling til
disse patienter. Poul Astrup bidrog til dette livre-
derende arbejde ved at udvikle metoder til at kontrol-
lere og styre patienternes pH, pCO,, pO, mm. under
respiratorbehandling. I samme periode samarbejde
Poul Astrup ogsé teet med Radiometer, som i 1954
lancerede deres forste medicotekniske apparat, der
simpelthen hed Astrup Apparatus E50101 (figur 2) og
var forgengeren for den senere ABLI - det forste fuld-
automatiske apparatur til maling af blodgas. Som det
sikkert er de fleste bekendt, blev Poul Astrup senere
(i 1964) Danmarks farste professor i klinisk kemi.

11981 blev prisen ligeledes uddelt som en haeders-
pris, denne gang til professor Ole Siggaard-Andersen,
som introducerede begreberne base excess og stan-
dard base excess samt ikke mindst Siggaard-Andersen
Nomogrammet til fortolkning af syre/base svar
(figur 3).

Derefter er prisen blevet uddelt efter en konkur-
rence i forbindelse med de nordiske kongresser,
hvortil yngre forskere kan indsende abstracts. De tre
bedste bliver derefter udvalgt til mundtlig preesenta-
tion, og bedemmelseskomitéen udpeger 1., 2. og 3.
pladsen. De sidste mange ar har Siemens Healthi-
neers sponsoreret priserne, hvilket de skal have en
stor tak for!

I tabel 1 ses listen over alle tidligere vindere af
Astrup prisen. I 2022 skal vi medes til den 38. kon-

o

Ar  Vinder af 1. prisen Land

2022 ? ?

2020  Thomas Karikari Sverige
2018  Stefan Stender Danmark
2016  Erik Portelius Sverige
2014  Daniel Elenius Madsen Danmark
2012  Emil Daniel Bartels Danmark
2010  Felicitas Muller Sverige
2008  Jeppe Zacho Danmark
2006  Asfaque Ahmed Memon Danmark
2004  Anna Blom Sverige
2002  Lars Bo Nielsen Danmark
2000  Sven Bjornsson Sverige

Tabel 1. Vinderne af Astrup prisen gennem tiderne.
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gres i klinisk biokemi i Reykjavik, og her star Astrup
konkurrencen selvfolgelig ogsa pa programmet. Sa er
du en ung (under 40 &r) forsker i klinisk biokemi i et
af de fem nordiske lande, bor du bestemt oveveje at
indsende et abstract (har man tidligere vundet 1. pree-
mie i Astrup konkurrencen kan man ikke deltage).

Extracelluleer "Base Excess"
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Figur 3: Siggaard-Andersen Nomogrammet til fortolkning
af syre/base svar

o

Ar  Vinder af 1. prisen Land
1998  Lars Bo Nielsen Danmark
1996  Magnus Abrahamson Sverige
1994  Finn Cilius Nielsen Danmark
1992 Leena Peltonen Finland
1990 Jens F. Rehfeld Danmark
1988  Bjorn Dahlback Sverige
1986  Steen Stender Danmark
1984  Anders Grubb Sverige
1983  Bent Nyboe Andersen Danmark
1981  Jorn Dyerberg Danmark
1980  Ole Siggaard-Andersen Danmark
1979  Poul Astrup Danmark
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The Astrup Prize 2020: Proteomes, thyroid
hormones in pregnancy and Alzheimer diagnosing

Lars Melholt Rasmussen

Chairman for the Astrup Committee
Odense Universitets Hospital
lars.melholt.rasmussen@rsyd.dk

T 1 The Astrup Prize competition was
. held under special conditions this

this issue. Despite hurdles from a
global pandemic, we found a good
way of keeping the tradition with
an Astrup Prize competition every
second year — and luckily enough:
Siemens Healthineers decided to continue sponsoring
of the prizes - thank you very much for that.

This year we received eight abstracts to be consi-
dered by the Astrup Committee for the competition.
And frankly: they could all be winners! The level
was very high, nevertheless, only three abstracts
were chosen for oral presentation by the committee,
consisting of Terho Lehtimaki, Finland, Anne-Lise B.
Monsen, Norway, Isleifur Olafsson, Iceland, Anders
Olof Larsson, Sweden and Lars Melholt Rasmussen,
Denmark. The oral presentations was held online,
and can now be found on the NFKK website. Nicolai
Wewer Albrechtsen won the third prize. He is a young
scientist from Copenhagen, who has already gained
a remarkable record working with clinical proteo-
mics. Nicolai presented a robust, high-throughput
mass-spectrometry based approach for plasma pro-
teomics. This methodology was applied to samples
from patients with fatty liver disease and potential
biomarker candidates were identified.

Stine Linding Andersen won the second prize. She
is working in Aalborg and Viborg, and has tirelessly
in an impressive way focused on issues about thyroid
function and diseases for several years. She presented
studies, which shed light on a difficult question about
putative influences of maternal thyroid function and
the use of antithyroid medication on the occurrence
of birth defects. Her studies suggest that medica-
tion have effects, but that the thyroid function per
se does not.
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Thomas Karikari won the first prize. He is origi-
nally from Ghana, has stayed for periods in UK and
USA, and has for the last couple of years worked in
Gothenburg, where he has made significant contribu-
tions concerning biomarkers for Alzheimers disease.
Thomas’ presentation was a tour de force through a
series of different studies, where analysis of blood
p-taul8l was investigated in relation to tau- and
Amyloid-beta pathologies like Alzheimers disease.
These studies point towards the use of the blood-
based test for screening and diagnosis of Alzheimers
Disease in a way that suggest that this may soon be
of use in clinical settings.

I will strongly encourage all of you to listen to the
Astrup competition! You will discover that all three
finalists give presentations at a very high internatio-
nal level - at the same time you will not only learn a
lot about different areas of clinical chemistry - you
will also be entertained and impressed!
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Strandskata (Haematopus ostralegus). Foto: Henrik Alfthan.
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I¢* prize in the Astrup prize competition:
Blood phosphorylated tau as biomarkers

for Alzheimer’s disease

Thomas K. Karikari

Department of Psychiatry & Neurochemistry
The Sahlgrenska Academy

University of Gothenburg
thomas.karikari@gu.se

In 1906, Alois Alzheimer reported
“a peculiar severe disease process of
the cerebral cortex” (1). This demen-
tia, involving amyloid-plaques and
tau neurofibrillary tangles, would
later be called Alzheimer’s disease
(AD). Decades later, Braak and
Braak described neuropathologi-
cal staging of AD based on neuroanatomic immuno-
staining of tau correlating well with cognitive decline.
Amyloid plaques, however, were of limited value for
this purpose partly because amyloid-beta (AP) patho-
logy is widespread once in symptomatic AD.

Neuropathological evidence of tau tangles and Af
plaques remain the gold standard method for con-
firmatory diagnosis of AD. However, AD is often
clinically diagnosed based on symptoms reflecting
AD-type dementia that nonetheless overlap with other
dementias, contributing to approximately one-in-three
misdiagnosis rate compared with neuropathology.
Biomarkers that can report on the disease may help
improve the situation.

In 1995, Blennow and colleagues reported that tau
phosphorylated at threonine-181 (p-tau) is distin-
ctively released into cerebrospinal fluid (CSF) with
increasing severity of AD; however, this biomarker
was unchanged in other neurodegenerative diseases
(2). Conversely, non-phosphorylated tau (“total-tau”)
became abnormal in AD and several other neuro-
logical diseases(2). Subsequently, these assays were
developed into different commercial tests on different
technology platforms. Independent validation of the
initial findings have resulted in the inclusion of p-tau
and total-tau analyses in clinical and research guide-
lines for AD.
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Inliving individuals, AD diagnosis currently relies
on two main strategies: (i) CSF changes in p-tau, total
tau and AP, and (ii) brain imaging of tau tangles and
AP plaques by positron emission tomography (PET).
CSF p-tau and tau PET are highly specific for AD
pathophysiology. However, their utility is limited
by invasiveness, complexity, and poor accessibility.
Therefore a simple blood test that can detect disease-
related changes will be highly advantageous.

Different pools of tau entities in blood

versus CSF

AD blood tests present several exciting prospects.
Blood, the most widely used biofluid in clinical
chemistry, is highly accessible and cost-effective;
sampling can be done remotely and frozen for future
use. Nevertheless, blood testing for a brain disease
is very challenging. Blood being remote from the
brain reduces target analyte concentrations. More-
over, proteins in blood undergo regular turnover,
complicating reliability of measurements. These dif-
ficulties were embodied by blood tests for total-tau
which have poor diagnostic performances. Neurofi-
lament light, another neurodegeneration marker, is
increased in several neurodegenerative conditions as
is therefore non-specific for AD.

CSF p-tau biomarkers target the mid-region of tau;
however, these species are not measurable in blood.
We, therefore, started exploring different forms of
tau in blood. We discovered that different forms of
truncated tau are available in CSF and blood; whilst
CSF contains both N-terminal and mid-region tau,
only the former appears to be available in reliable
amounts in blood. Consequently, I developed a
highly-sensitive immunoassay to detect N-terminal



forms of tau phosphorylated at threonine-181. This
biomarker is distinct from the mid-region entities
targeted by the established CSF assays.

Blood p-tau levels increase with disease severity
P-tau has excellent biomarker potential in all blood
matrices (serum, EDTA-plasma, citrate-plasma and
heparin-plasma) and associates with the intensity of
amyloid plaques and tau tangles in the brain measu-
red with AB-PET and tau-PET imaging respectively.
Blood p-tau levels increase gradually as the disease
becomes severe: low levels in healthy young and older
adults (AB- cases) increase in those with preclinical
AD (AB+ older adults), followed by MCI (mild cog-
nitive impairment; symptomatic stage) and further
in AD dementia. Importantly, p-tau was normal in
MCI and dementia without A pathophysiology (3).
These show that blood p-tau specifically reflects AD
biological changes. These findings have been valida-
ted in over a dozen independent cohorts.

Blood p-tau predicts confirmed AD diagnosis
eight years before death

Since confirmatory diagnosis of AD is established
post mortem, we evaluated the capacity of blood p-tau

601

P =0.0006

to identify definite AD and compared the results with
pathological confirmation in the same individuals
after death. P-tau concentrations measured eight
years before death had better agreement with post
mortem confirmation than clinical diagnosis during
life (4). In addition to being increased in participants
with a diagnosis of AD, p-tau was remarkably eleva-
ted in those with mixed AD regardless of the main
diagnosis (Figure)(4).

Baseline blood p-tau predicts disease progression
In >1000 people with five-year follow-up, baseline
p-tau predicted cognitive decline and progression
to AD dementia. Among cognitively normal con-
trols and MCI patients, those with high baseline
p-tau progressed faster to AD dementia (5). In other
words, high baseline p-tau accurately predicts future
dementia and identifies those who are likely to dete-
riorate faster.

Longitudinal changes in blood p-tau

The biomarker has high analytical stability and low
intra-individual variability (5). We estimate that,
similar to CSF p-tau, it would take approximately six
years for baseline plasma p-tau concentrations to sig-

P <0.0001

P=0022

Plasma p-tau181, pg,mL
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Neuropathological confirmation
= AD pathology

Mixed AD pathology

= Non-AD pathology

== Control

Post-mortem pathology defines longi-
tudinal trajectories of plasma p-tau

Over eight years prior to death,

P=0049 individuals with a confirmed AD

diagnosis as well as those with mixed

P=0.002 AD pathology had consistently high

plasma p-tau levels whereas controls
and participants with non-AD patho-
logy had much lower p-tau concen-

trations. Figure reproduced on open
access basis from Lantero Rodriguez

Years to death

Y .

and Karikari et al., (2020) Acta
Neuropathol 140: 267-278
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nificantly change. This characteristic can be explored
as an outcome measure in anti-AD therapeutic trials.

Future perspectives

Blood p-taul8l has shown high potential as an AD
biomarker. We are establishing steps to evaluate this
analyte in clinical routine - both in specialised and
primary-care settings. Furthermore, diagnostic per-
formances of p-taul81 will be compared with recently-
described blood biomarkers (p-tau217 and p-tau231) to
better understand their temporal dynamics.
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HEMCHECK
Hemolysis free blood sampling

Point of care detection of hemolyzed blood samples can increase patient safety
and create major time and cost savings for healthcare

Hemolysis - the most common pre-analytical error
Hemolysis is well documented as the globally most
common pre-analytical error in laboratory medicine.
The incidence of hemolyzed blood samples varies and
is normally most common in emergency departments
often having a hemolysis rate of 5-12%.

Hemolyzed blood samples in vacuum tubes are usually
detected in central laboratories, often resulting in a
delay of 60-120 minutes in acute situations for correct
test results, as the blood samples must be recollected.
This can lead to increased waiting times and costs and
a patient's condition not being treated in time, which
might have severely negative consequences for patient
safety in individual cases.

Although it is proven that hemolysis is common in
blood gas samples and that several analyzes performed
are significantly affected by hemolysis, there is no
built-in hemolysis control in any blood gas instruments
on the market. Healthcare staff will therefore regularly
risk basing clinical decisions on incorrect test results or
repeating analyzes or sending supplementary samples
to the laboratory, which increases lead times and costs
and reduces the value of the blood gas analysis.

Unique POC-concept for hemolysis detection
Hemcheck has developed a CE-marked solution for fast
detection of hemolysis in whole blood samples in
vacuum tubes (v-Test) and in blood gas syringes
(s-Test).

N

HEMCHECK
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Facts about Hemcheck

The user-friendly system is small, robust and portable
and can be used anywhere, but is especially valuable
for units having a high rate of hemolyzed blood
samples and where the clinical impact and cost of each
hemolyzed sample is high.

The v-Test enables hemolysis detection and direct
sample retake in connection with blood collection and
aims to improve the flows of samples and patients,
reduce turnaround time, waiting times and patient
length of stay, decrease staff workload, increase
patient safety and save costs. The s-Test enables
hemolysis detection either in connection with blood-
sampling or blood gas analysis, and aims to contribute
to more informed, reliable and timely clinical decisions
and thereby improved patient safety.

Cost/benefit analysis shows substantial time and
cost savings

Clinical studies show that the tests can effectively
identify hemolyzed blood samples and, in case of
vacuum tubes, greatly reduce the number of hemoly-
zed blood samples that reach the laboratory. The total
cost for a rejected blood sample has been estimated in
scientific articles to be above EUR 100 per sample and
implies that Hemcheck's products are cost-effective
even at lower levels of hemolysis. The positive effects
of the concept in terms of reduced patient length of
stay and cost savings, can be evaluated using the
interactive, customized cost/benefit model at:
www.hemcheck.com

High user satisfaction and several new and
ongoing customers

A user survey targeting all nurses enrolled in a clinical
study at Capio S:t Goran hospital in Stockholm showed
100% user satisfaction with the products. The products
are implemented in clinical practice at for example
Tartu University Hospital in Estonia for usage at the
oncology and hematology clinic and SYNLAB Sweden in
primary care. Hemcheck is looking for other interes-
ting projects and collaborations and offers healthcare
providers the possibility to test the concept free of
charge. For further details:
peter.andersson@hemcheck.com

* Hemcheck produces and commercializes a unique concept for point of care detection of hemolysis in venous and
arterial blood samples, contributing to more efficient and patient-safe care.

* The products are CE-marked and developed in Sweden together with healthcare staff.

* The technology has patent protection in Europe and the USA.

* The company is listed on Nasdaq First North Growth Market since 2017.

www.hemcheck.com




2nd prize in the Astrup prize competition:

Hyperthyroidisme hos gravide og medfedte

misdannelser

Stine Linding Andersen
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stine.a@rn.dk

Hyperthyrodisme er den kliniske

tilstand, hvorved skjoldbruskkirt-

len producerer for meget thyroidea

hormon, og sygdommen er hos
- kvinder i fodedygtig alder oftest
autoimmunt betinget. Det er vele-
tableret, at hyperthyroidisme, som
led i Graves’ sygdom, skal behand-
les under graviditet for at forebygge maternelle og
fotale komplikationer, og den anbefalede behandling
er antithyroid medicin (1).

Antithyroid medicin har veeret anvendt i klinisk
praksis siden 1940’erne, og de tilgaengelige preepa-
rater omfatter Methimazol (MMI), dets prodrug
Carbimazol (CMZ), samt Propylthiouracil (PTU).
Bivirkninger ved brug af antithyroid medicin er
kendt. Hyppigst er de mindre alvorlige hudreaktioner,
mens de alvorligere bivirkninger som agranulocytose
og leversvigt er sjeldne. Hos ikke-gravide er MMI
forstevalgsbehandling grundet en bedre farmakoki-
netisk profil og mindre alvorlige bivirkninger. Ved
brug af antithyroid medicin hos gravide er der imid-
lertid supplerende overvejelser herunder risikoen for
teratogene bivirkninger.

Ve
.&;«/ |

Fra kasuistik til observationelle studier

En kasuistik i 1972 beskrev forste gang tilfeelde af
aplasia cutis efter at moderen havde veret i behand-
ling med MMI i graviditeten. Efterfolgende blev flere
og flere cases publiceret, som syntes at beskrive de
samme typer af svere misdannelser (aplasia cutis,
choanal atresi, gsofagusatresi samt andre svere
gastrointestinale malformationer), og en MMI/CMZ
embryopati blev antaget i slutningen af 1990erne (2).
Anbefalingen pa davaerende tidspunkt var at anvende
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PTU i tidlig graviditet grundet risikoen for med-
fodte misdannelser ved MMI. I 2011 blev det forste
observationelle studie publiceret, og siden er flere
kommet til. Et stort japansk studie i 2012 viste, at
MMI var associeret med 2% ekstra tilfeelde af med-
fodte misdannelser, hvorimod der ikke var nogen
risiko forbundet med PTU (2). Vi gennemforte aret
efter et dansk nationalt register-baseret studie, som
inkluderede alle bern fedt i Danmark fra 1997-2008
(2). Ogsa i dette studie var MMI/CMZ forbundet
med en oget risiko for medfedte misdannelser i en
raekke organsystemer. Som et nyt fund var der ogsa
en gget risiko for medfodte misdannelser ved brug af
PTU. Det drejede sig om misdannelser i ansigts- og
halsregionen og i urinvejene, og disse misdannelser
fremstod mindre alvorlige.

Retningslinjer for klinisk praksis

De observationelle fund udfordrede de kliniske ret-
ningslinjer, og da disse blev revideret i 2016-2017, var
anbefalingen fortsat brug af PTU til behandling af
hyperthyroidisme i tidlig graviditet, men dertil kom
overvejelserne om andre behandlingsmuligheder (1).
Desuden overvejelser om hvorvidt antithyroid medi-
cinsk behandling kunne undlades i de kritiske uger
af tidlig graviditet hos udvalgte patienter (1). Graves’
sygdom er grundet den autoimmune patogenese
kendetegnet ved at fluktuere i sygdomsaktivitet, og
de fleste patienter gar i remission under behandling
med antitthyroid medicin. Dernzest er der risikoen
for recidiv, og der er behov for studier, som specifikt
belyser risikoen for recidiv under graviditet, hvor der
almindeligvis ses en suppression af immunsystemet.
Desuden stod det klart, at flere studier var afggrende
for at vurdere den teratogene risiko ved brug af PTU,


mailto:stine.a@rn.dk

og det var som led i overvejelserne om klinisk praksis
ligeledes veasentligt at vurdere betydning af hyperthy-
roidisme hos den gravide per se.

Nye resultater fra danske registre og
fodselskohorter

Vi anvendte data fra danske nationale sundheds-
registre og fra to danske fedselskohorter til at
undersoge disse kliniske aspekter (3). Vi udvidede
den nationale register-baserede kohorte (NRBC) til
at inkludere alle bern fodt i Danmark fra 1997-2016
og underspgte sammenhzngen mellem brug af anti-
thyroid medicin og medfedte misdannelser i denne
kohorte. Desuden inkluderede vi bern fra den danske
nationale fodselskohorte (DNBC), etableretidr 1997-
2003, og fra graviditetskohorten i Region Nordjylland
(NDRPC), som blev etableret fra 2011-2015. I begge
disse fodselskohorter havde moderen féet taget en
blodprove i tidlig graviditet, som var opbevaret i en
biobank, og blev anvendt til maling af TSH og frit T4
pé automatiseret udstyr (Dimension Vista og ADVIA

Antithyroid medicin

Centaur XP, Siemens Healthineers). Vi fulgte bernene
op til 2-ars alderen for diagnostik af misdannelse(r).
Resultaterne (Figur 1, evre del) viste i lighed med tid-
ligere, at begge typer af antithyroid medicin var asso-
cieret med en oget risiko for medfedte misdannelser,
men associationen med PTU var granse-signifikant.
Ilighed med tidligere var MMI/CMZ associeret med
misdannelser i en reekke af organ systemer, og disse
malformationer var ofte alvorlige. Derimod var PTU
konsistent associeret med misdannelser i ansigt-hals
regionen og i urinvejene. Hvad angér moderens thy-
roidea funktion i tidlig graviditet, s tydede resul-
taterne fra de to uafheengige fodselskohorter ikke
pé, at abnorm thyroidea funktion (defineret ud fra
metode- og graviditetsspecifikke reference intervaller
i hver kohorte (4,5)) var en risikofaktor for udvikling
af medfedte misdannelser (Figur 1, nedre del).

Perspektiv
Resultaterne understotter en oget risiko for med-
fodte misdannelser ved brug af antithyroid medicin
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Figur 1. Risiko for medfodte mis-
dannelser hos born fodt af modre,
som var i behandling med antithy-
roid medicin i tidlig graviditet (ovre
del) eller havde abnorm thyroidea
funktion i tidlig graviditet (nedre
del). Resultaterne er fra en dansk
national register-baseret kohorte
(NRBC), den danske nationale
fodselskohorte (DNBC) og gravidi-
tetskohorten i Region Nordjylland
(NDRPC) (3). Den justerede model
inkluderede moderens alder, pari-
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i tidlig graviditet, mens abnorm thyroidea funktion
per se ikke syntes at vaere betydende. Potentielle
teratogene bivirkninger ved alle tilgaengelige pree-
parater nedvendiggor flere studier med detaljerede
kliniske data i og omkring den tidlige graviditet for
at vejlede klinisk praksis. Der er desuden behov for
mere viden om de underliggende mekanismer og
om muligt udvikling af nye behandlingsformer med
feerre bivirkninger.
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Masse-spektrometri baseret proteom profiler til
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Flere frem for enkelte proteiner
iblodet?

Man har siden antikken vidst at
blodet indeholder vigtig informa-
tion om vores helbred. Nutidens
diagnostik af sygdomme er typisk
baseret pa maling af enkelt faktorer
(eksempelvis proteiner) i blodet.
De fleste sygdomme pavirker dog ikke kun en enkelt
marker men en langt raekke af markerer. Komposi-
tionen af sddanne kan ogsé kaldes for en profil eller
et fingeraftryk. De nuvarende metoder i klinisk bio-
kemi maler primeert enkelte proteiner og ikke profiler
af proteiner.

Kan vi forbedre forstaelsen af sygdomme og seerligt
diagnostikken ved at male proteiner profiler fremfor
enkelte proteiner og hvordan kan dette i s fald gores?
En mulighed er masse-spektrometri. Masse-spektro-
metri baseret proteom analyser er en teknologi som
kan male tusindvis af proteiner samtidigt og er foruden
i sagens natur ‘unbiased’ i modseetning til antistofba-
seret metoder som afheenger af genkendelsen af en
specifikke epitoper af den analyt man vil male. De
teknologier som anvendes til proteom analyser har
veeret lysdr bagud ift. eksempelvis next generation
sequencing som anvendes i genetikken. De seneste ars
gennembrud i teknologiudvikling, streamlined pro-
veforberedelse og bioinformatik har nu muliggjort at
man kan udfere robuste proteom analyser af blot 1uL
plasma - vi kalder det for ‘'mass-spectrometry based
plasma proteomic profiling’ (1, 2).

Proteom analyser i metabolisk forskning
Masse-spektrometri baseret proteom analyser har
eksisteret i drevis og er serligt i cellebiologien anvendt
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til at identificere og forsta sygdomsmekanismer (3).
Vores tanke at man ved masse-spektrometri baseret
analyser af plasma kan skabe indsigt i sygdomme
og ved at analysere protein profiler fremfor enkelte
proteiner kan man skabe en mere nuanceret forsté-
else af komplekse sygdomme som fedme, fedtlever
og diabetes.

Vi har blandet andet anvendt masse spektrometri
baseret proteom profiler til at undersege hvordan
overveaegtskirurgi (roux-en Y gastric bypass surgery,
RYGB) pévirker kroppens metabolisme. I et af disse
studier monitorerede vi en rakke overvagtige per-
soner med og uden type 2 diabetes for og 2 ar efter
RYGB (1). Med samtidig udvikling af et bioinformatisk
software, Clinical Knowledge Graph (https://github.
com/MannLabs/CKG) har vi kunne identificere kendte
sével som ukendte markerer for insulin felsomhed
samt endringer i apolipoproteiner efter RYGB. Et
overraskende fund er at selvom plasma proteomet
mellem matchede overvagtige personer "ligner hinan-
den’ sa er der dog en rakke protein profiler (serlig
inflammatoriske) som er specifikke og som muligger
stratificering uafhaengig af velkendte risikofaktorer
som alder, kon, vagt, blodtryk, rygning, kolesterol
og blodsukker. I et ikke publicerede studie fandt vi at
proteom baseret stratificering af overvaegtige personer
(n~100) kunne forklare en 200% oget risiko for kontakt
til det danske sundhedsvaesen (Landspatientregisteret).
Der er ingen tvivl om dette kreever reproduktion i
storre kohorter men jeg mener vores fund nu alligevel
er inspirerende.

Et andet eksempel er fedtlever (NAFLD). NAFLD
findes hos 25% af befolkningen, serligt hos over-
veegtige og personer med type 2 diabetes, og tidlig og
akkurat diagnostik er urimelig vanskelig. I et studie


mailto:nicolai.albrechtsen@sund.ku.dk
https://github.com/MannLabs/CKG
https://github.com/MannLabs/CKG

af personer med biopsi verificeret NAFLD (golden
standard) fandt vi med proteom analyse flere markerer
for NAFLD(4). Plasma koncentrationen for en af disse
markerer (PIGR) kunne vi foruden demonstrere blev
signifikant reduceret efter farmakologisk behandling
af NAFLD. Fundene er siden da blev reproduceret i
en storre kohorte med 600 personer med alkoholisk
betinget fedtlever (5). Med andre ord sa finder vi med
protein profiler tegn pd& NAFLD om dette kan have
klinisk anvendelse er naeste spargsmal.

Jeg tror ikke der er nogen tvivl om at masse-spektro-
metri baseret proteom analyser i metabolisk forskning
er kommet for at blive og kan give os en langt bedre

forstdelse for komplicerede sygdomme som diabetes
og fedtlever.

Et afgerende sporgsmal er om proteomic kan anven-
des til mere end blot forskning?

Proteom analyser i fremtiden klinisk biokemi?
Masse-spektrometri baseret analyser anvendes i flere
sammenhange (eksempelvis maling af methylmalo-
nat, NPU02780) i klinisk biokemi. Det gor proteom
analyser ikke.

Proteom analyser har adskillige limitations; herun-
der sporbarhed, referenceinterval og aboslut kvantifi-
cering. Hvad disse tre angér sa mangler der grundige

Figur 1. Masse-spektrometri baseret proteom analyser af plasma. Figuren viser tre personer som far mdlt deres plasma
proteom ved hjeelp af masse-spektrometri baseret proteom analyse. Data bliver bearbejdet ved Clinical Knowledge Graph og
resulterer patient klassifikation og forslag til behandlingsalgoritme. Figuren er ment som en skabelon til hvordan proteom
analyser kunne anvendes i klinisk diagnostisk og behandling i fremtiden.
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studier og en ’definition” af et normalt proteom,
altsa et reference proteom. Det ber neaevnes at flere
at proteom analysernes bernesygdomme (eksempel-
vis reproducerbarhed og throughput) er blevet lost.
Herudover skal man huske pa at i modsatning til
det humane genom sa er det humane proteom fak-
tisk ikke afdaekket bade hvad angar kompleksitet og
antal (man forventer det humane proteom indeholder
>100.000 proteiner).

Jeg tror der er flere muligheder for anvendelsen af
det ’kliniske proteom’ herunder bade til personalized/
stratified medicine men ogsa maske forsimpling/for-
bedring af nuverende biokemi saisom diagnostik af
M-komponent. Som alle andre metoder kan masse-
spektrometri baseret proteom analyser nappe sta
alene i diagnostikken men méske denne teknologi
kan bidrage til identifikation af nye og mere akku-
rate biomarkerer samt maske danne fundamentet for
blodpreve volumen 2; altsé en holistisk og data drevet
tilgang til sygdomsdiagnostisk

Jeg mener ikke der er ingen tvivl. Vi ma i feel-
lesskab udforske og udfordre masse-spektrometri
baseret proteom analyser i klinisk biokemi ellers gor
nogen andre det.

Foto: Henrik Alfthan.
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Forhgjet plasma B12 - Supersund eller syg?
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Indledning

I efterkrigstidens
rivende medicin-
ske udvikling blev
det muligt at male
koncentrationen af

vitamin BI2 i blo-
det, P-Vitamin B12. Det var en mindre revolution for
diagnostikken af B12-mangel. Nu kunne en sygdom
der var lig med en langsom og pinefuld ded bade
diagnosticeres (lavt P-Vitamin B12) og behandles
med stor succes.

Allerede i 1957 dukkede sa det naeste sporgsmal
op - er det farligt at have for forhgjet P-Vitamin
B12? Forhgjet P-Vitamin B12 blev rapporteret hos
patienter med primeer og metastatisk leverkreeft (1).
Siden da er der publiceret talrige cases med uventet
hej veerdi for P-Vitamin B12. Studierne har selvsagt
bidraget til den viden vi har i dag, men det er fortsat

P-Vitamin B12
(TC-bundet)

P-B12-umaettet
transcobalamin

P-B12-maettet
haptocorrin

@

P-Vitamin B12

P-B12-umaettet
haptocorrin
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+ P-Transcobalamin

-+ P-Haptocorrin

en udfordring at tolke det enkelte patientsvar med
forhgjet P-Vitamin B12.

Inden for de senere ar er der publiceret storre og
mere detaljerede undersogelser om forhgjet P-Vita-
min B12. Med afset i disse studier, vil vi forsege at
belyse problemstillingerne: Hvor hyppigt er forhgjet
P-Vitamin B12? Hvad skyldes det, herunder hvilke
sygdomme der er associeret til forhgjet P-Vitamin
B12? Og hvordan kan laboratoriet bedst muligt rad-
give sine brugere?

Nomenklatur indenfor B12-omrédet er ikke enty-
dig. I Tabel 1 har vi samlet hyppigt anvendte navne,
samt de forkortelser vi benytter i denne artikel.

Analyse af P-Vitamin B12 og dets bindingsproteiner
B12 i plasma findes i forskellige former og er protein-
bundet. Koncentrationen mdles ved kompetitive prote-
inbindingsmetoder efter at B12 er frigivet og omdannet
til den samme form, cyano-B12. Der er i dag udviklet

Figur 1. P-Vitamin B12 og dets bin-
dingsproteiner.

Figuren viser, at P-Vitamin B12 (rod)
er summen af B12-meettet transco-
balamin og BI12-meettet haptocorrin.
Forstneevnte kan mdles som P-Vitamin
BI2(TC-bundet). P-Transcobalamin
(gul) er summen af BI12-mcettet

og B12-umeettet transcobalamin.

P- Haptocorrin (bld) er summen af
BI2-meettet og B12-umcettet haptocor-
rin. Koncentration af alle de neevnte
parametre kan fastlegges pa baggrund
af de analyser, der udfores pd Aarhus
Universitetshospital (anfort med frem-
heevet skrift), idet B12-umcettet trans-
cobalamin, B12-meettet haptocorrin og
Bi2-umeettet haptocorrin kan beregnes
udfra de malte parametre. Cirklernes
storrelse angiver den omtrentlige ind-
byrdes koncentration.



specialanalyser til mdling af bindingsproteinerne,
transcobalamin og haptocorrin.

I dag udferes P-Vitamin B12-malinger pa automatiske
udstyr, og man kan let blive fremmedgjort i forhold til
hvad der méles og hvordan det sker. Men skal man fra
laboratoriets side kunne radgive brugerne omkring
et forhgjet niveau af P-Vitamin B12 mé disse forhold
genopfriskes.

Vitamin B12 cirkulerer i forskellige former
(hydroxy-, methyl-, 5-deoxyadenosyl-, og cyano-
B12) bundet til ét af to plasma-proteiner, haptocorrin
eller transcobalamin. Intracelluleert omdannes disse
B12-former til aktive co-enzymer i omdannelsen af
methylmalonyl-CoA til succinyl-CoA og i omdan-
nelsen af homocystein til methionin, hvori folat ogsa
indgar i sidstnavnte reaktion (2).

Hos personer der ikke er i B12-behandling, bin-
der haptocorrin ca. 80% af det cirkulerende B12 og
er under normale forhold stort set maettet med B12
(Figur 1). Haptocorrins funktion er fortsat ukendt.
De resterende ca. 20% er bundet til transcobalamin,
og dette kompleks kan optages af alle kroppens cel-
ler. Komplekset kaldes ogsé for holo-transcobalamin,
P-Vitamin B12(TC-bundet), aktivt B12 eller blot
holoTC. Transcobalamin har under fysiologiske for-
hold en hgj umattet Bl12-bindingskapacitet (Figur

Tabel 1. Nomenklatur for B12-relaterede analyser.

1). Ved indgift af farmakologiske doser af B12 vil
transcobalamin blive mettet med B12, og koncentra-
tionen af P-Vitamin B12(TC-bundet) vil stige (Figur
2). Indgives hydroxo-B12, vil der desuden kunne ses
en markant stigning i P-Vitamin BI12 fordi denne
form af vitaminet kan binde sig til histidin-residues
pé albumin.

Forste skridt i P-Vitamin Bl2-analysen er en
frigorelse af vitaminet fra bindingsproteinerne og
omdannelse til den samme form af B12. Det sker
ved at tilseette en meget steerk basisk oplesning samt
cyanid-ioner. Basen odeleegger transcobalamin og
haptocorrin, og cyanid omdanner alle B12-former til
cyano-B12. Herefter males cyano-B12 ved et simpelt
kompetetivt proteinbindingsassay. Bindingsproteinet
er intrinsic factor, det samme protein som i mave-
tarmkanalen sikrer B12-optagelsen. Selv om det er
de samme byggesten der indgér i stort set alle analy-
sekit er designet forskelligt. Det har gennem tiderne
givet vanskeligheder med akkuratessen pé tveers af
metoder og fort til anvendelse af laboratoriespeci-
fikke referenceintervaller. Variationer i analysede-
sign kan desuden give metodespecifikke analytiske
problemer (3, 4). Vi vil kort omtale disse i afsnittet
om laboratoriets bidrag ved udredning af et forhgjet
P-Vitamin B12.

Fremhavede analyser udfores under det anforte navn pd Blodprover og Biokemi Aarhus Universitetshospital.

Anvendt i artiklen
P-Vitamin B12

P-Haptocorrin

Transcobalamin I og III/TCI/HC

P-Transcobalamin /Transcobalamin

P-Vitamin B12(TC-bundet)/Aktivt

P-Intrinsic factor auto-antistoffer/

P-Transcobalamin

P-Vitamin B12(TC-bundet)

P-Intrinsic faktor-antistof
(IgG)

NPU nr NPU Navn Synonymer
NPU01700 P-Cobalamin, pmol/L P- Vitamin B12/B12
NPU02317 P-Transcobalamin-1, pmol/L  P-Haptocorrin/
/R-binder/
NPU03605 P-Transcobalamin-2; pmol/L
11/
TCII/TC
NPU27125 P-Holo-Transcobalamin-2,
pmol/L B12/
HoloTC
NPU28413  P-Intrinsic faktor-antistof
(IgG), arb.stofk IF-IgG-Ab
NPU02780 P-Methylmalonat, pmol/L P-MMA

P-Methylmalonat

Oplysninger om NPU numre og hertil horende analysenavne er hentet fra:

http://www.labterm.dk/Enterprise%20Portal/NPU_search.aspx

Oplysninger om analyser udfort pa Blodprover og Biokemi, Aarhus Universitetshospital (fremhcevet skrift) er hentet fra:
https://www.auh.dk/om-auh/afdelinger/blodprover-og-biokemi/Til-fagfolk/analysefortegnelsen/Biokemi.
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Det kan veere vanskeligt at f overblik over forde-
lingen af B12-maettet og B12-umettet transcobalamin
og haptocorrin, dels pa grund af skiftende nomenkla-
tur, og dels pd grund af de varierende analysemetoder
der er anvendt gennem tiderne. En entydig nomenkla-
tur for de B12-bindende proteiner blev introduceret
i1980%erne, men "gamle” navne er fortsat i brug med
betegnelserne R-binder, transcobalamin I og III for
haptocorrin og transcobalamin II for transcobala-
min. De mange navne er samlet i Tabel 1, og Figur
1 viser fordelingen af Bl12-mettet og Bl2-umaettet
transcobalamin og haptocorrin samt hvilke parame-
tre der i dag méles pd Blodprever og Biokemi, Aar-
hus Universitetshospital. B12-meettet transcobalamin
males i Danmark under navnet P-Vitamin B12(TC-
bundet), og vi anvender dette navn i denne artikel.
Maling af P-Transcobalamin og P-Haptocorrin har
erstattet tidligere knap sa valide analyser, der alene
omfattede méling af umeettet transcobalamin og

Normale forhold

P-Transcobalamin =

+ P-Haptocorrin =)

P-Vitamin B12(TC-bundet) ™9
P-Vitamin B12 =

Hgjt P-Transcobalamin

P-Transcobalamin t t

P-Haptocorrin =

P-Vitamin B12(TC-bundet)
p-vitamin 812

umettet haptocorrin, eller summen af disse. Kon-
centrationen af de umattede bindingsproteiner kan
fortsat beregnes ud fra maling af P-Vitamin B12,
P-Vitamin BI2(TC-bundet), P-transcobalamin og
P-Haptocorrin (Figur 1).

Hvor hyppigt er et forhgjet P-Vitamin B12?

Pa et hospitalslaboratorium, der modtager prover fra
bade hospital og almen praksis vil omkring 10-15%
af voksne (5) have et Bl12-niveau over ovre referen-
cegreense. Hos ca. halvdelen af patienter med forhojet
P-Vitamin BI2 er drsagen farmakologisk behandling
med B12 (6, 7).

Hyppigheden af forhejet P-Vitamin B12 afhanger
af hvilken cut-off der anvendes, og hvilke patientpo-
pulationer der undersoges. Der findes ingen studier,
der longitudinelt underspger hvor mange patienter,
der udvikler eller har vedvarende forhgjet P-Vitamin
B12, dvs. der findes kun tversnitsundersogelser med

B12-behandling

+ P-Transcobalamin =)

+ P-Haptocorrin =)

P-Vitamin B12(TC-bundet) f
P-VitaminB12

Hgjt P-Haptocorrin

P-Transcobalamin =)

LA

P-Haptocorrin

P-Vitamin B12(TC-bundet) m)
P-Vitamin B12

Figur 2. P-Vitamin B12 og dets bindingsproteiner ved normalt og forhejet P-Vitamin B12.

Figuren viser fordelingen af hhv. B12-umcettet og B12-mettet haptocorrin og BI12-umcettet og B12-mettet transcobala-

min hos patienter med hhv. normalt P-Vitamin B12; forhojet P-Vitamin B12 fordrsaget af behandling med B12; forhojet
P-Vitamin B12 fordrsaget af hoj koncentration af P-Transcobalamin; forhojet P-Vitamin B12 fordrsaget af hoj koncentration
af P-Haptocorrin. De tilsvarende cendringer i plasmakoncentrationen af de angivne parametre er vist med pile: vandret pil
angiver ingen cendring, lodret pil angiver ogning. Farvekode er som for Figur 1.
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praevalensmal. Hvis forhgjet P-Vitamin B12 defineres
som over gvre referencegraense, varierer pravalensen
i en blandet population af hospitalspatienter fra 9 til
18% (6, 8, 9). Inkluderes patienter fra almen praksis
og ekskluderes patienter i B12-behandling er praeva-
lensen estimeret til at veere mellem 6 og 12% (7, 10).
Praevalensen er 3.5% blandt patienter fra almen prak-
sis, der ikke er i B12-behandling (11). I disse studier
varierer gvre referencegraense fra 570 til 700 pmol/L.

Hvad kan forklare et forhgjet P-Vitamin B12?
Forhgjet P-Vitamin B12, der ikke skyldes B12-behand-
ling eller metodologiske forhold, kan ses ved tilstande
hvor produktionen af transcobalamin og/eller hapto-
corrin er forhgjet.

Den altovervejende forstdelse er, at et forhgjet
P-Vitamin B12 ikke kan fremkalde sygdom, men
at man ved visse sygdomme undertiden vil finde et
forhgjet P-Vitamin B12. Sterst fokus har veeret péa
den ogede dannelse af de Bl2-bindende proteiner
ved forskellige kreaeftsygdomme, og af disse, er de
hematologiske kraeftformer bedst undersegt. Den

Sandavdgs kirkja, Sandavdgur. Foto: Henrik Alfthan.
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folgende gennemgang refererer til vores review fra
2013 (5) samt udvalgt originallitteratur.

De haematologiske maligne og prae-maligne lidelser
er velbeskrevne som érsager til forhejet P-Vitamin
B12. Den underliggende forklaring er eget produktion
af haptocorrin fra prolifererende leukocytter. Bedst
beskrevet er kronisk myeloid leukami, hvor P-Hapto-
corrin og P-Vitamin B12 stiger ved oget sygdomsakti-
vitet og saledes ogsa er markerer for sygdomsrelaps,
-remission og -progression, ligesom stigning af disse
er negative prognostiske markerer (5).

De mange andre hematologiske sygdomme som
er associeret med forhgjet P-Vitamin BI2 teller
akut myeloid leukemi (ikke undersegt ved bern),
kronisk lymfatisk leukaemi, non-Hodgkin lymfom,
myelodysplastisk syndrom, polycaethemia vera og
forskellige eosinofile lidelser. Disse sygdomme er
knap sé velbeskrevne som kronisk myeloid leukaemi,
men det antages at mekanismen er frigivelse af hap-
tocorrin fra prolifererende blodceller, iser granulo-
cytter (5).

En lang reekke andre kreftformer er ogsé associeret



til forhgjet P-Vitamin B12. Store datamaterialer fra
Danmark (7, 12), Storbritannien (11) og Letland (10)
viser at forhgjet P-Vitamin B12 kan vaere en marker
for okkult cancer. Studierne viser, at 5-7 % af patien-
ter med forhejet P-Vitamin B12 far en kraeftdiagnose
indenfor 1 &r efter méling. Til sammenligning far
1-2% af patienter med normal P-Vitamin B12 en
kreeftdiagnose indenfor 1 ar efter méling. I disse
studier er forhgjet P-Vitamin B12 associeret til kreeft
i leveren, pancreas, ventriklen, nyrerne og lungerne
foruden de naevnte heematologiske kreeftformer.
Desuden er forhgjet P-Vitamin B12 associeret til
bryst-, ovarie- prostata-, tyktarms- og esophagus-
kreeft i mindre undersogelser (5).

Det er vigtigt at understrege, at langt fra alle
patienter med de omtalte kreftformer vil have et
forhejet P-Vitamin B12. Maling af P-Vitamin B12
eller P-Haptocorrin kan derfor ikke anvendes som en
diagnostisk cancermarker, som ogsa understreget af
to nylige studier af patienter med leverkreft (13) og
lungekreft (14). Derfor anbefales heller ikke syste-
matisk screening for kraeft hos patienter med forhejet
P-Vitamin B12. Denne anbefaling understottes af ét
studie der fandt, at de fleste patienter med forhgjet
P-Vitamin B12 og cancer, uagtet deres forhojede
P-Vitamin B12, allerede var under mistanke for can-
cer (12). Yderligere fandt et andet studie, at patienter
med forhgjet P-Vitamin B12 og cancer oftest ogsa
havde andre biokemiske abnormiteter, primeert de
heematologiske, lever- og/eller nyretal (10). Derfor ma
forhgjet P-Vitamin B12 som et tilfeldigt fund ikke
tilleegges storre betydning for den enkelte patient.
Omvendt vil forhgjet P-Vitamin B12 bestyrke mis-
tanken om alvorlig sygdom hos en patient hvor dette
allerede mistaenkes.

Et forhgjet P-Vitamin B12 hos kreftpatienter er
desuden associeret med darlig prognose (5) og risiko
for vengse tromber (15). Ligeledes er det vist at syg-
domsaktivitet vil afspejles i vaerdier for P-Vitamin
B12/P-Haptocorrin hos patienter med kronisk mye-
loid leukeemi og i sjeeldne tilfeelde hos patienter med
leverkraeft (5).

Benigne sygdomme i leveren og nyrer er ogsa
associeret til forhgjet P-Vitamin B12. For benigne
leversygdomme er forklaringen pa det forhojede
P-Vitamin B12 frigivelse af B12 fra edelagte celler
og/eller manglende optagelse ileveren af B12-meettet
haptocorrin (5). Da nyrerne filtrerer og re-absorberer
B12-meettet transcobalamin, kan sendret filtration og

reabsorption pa grund af nyresygdom give forhojet
koncentration af dette (méles som forhgjet P-Vitamin
B12(TC-bundet)) og dermed et forhgjet P-Vitamin
B12 (5, 6, 8).

Der findes en reekke lidelser hvor inflammation
formodentlig spiller en rolle for &rsagen til forhajet
P-Vitamin B12. Bedst beskrevet er autoimmun lym-
foproliferativt syndrom, hvor et forhgjet P-Vitamin
B12 indgar i de diagnostiske kriterier . Det forhgjede
P-Vitamin B12 skyldes, at lymfocytter danner hap-
tocorrin i et autoimmunt respons (5). Tilstanden er
sjeelden og diagnosticeres typisk i barnealderen.

Hos patienter med gigtsygdommen Mb. Still er det
sandsynligt, at makrofager star bag en oget produk-
tion af transcobalamin og deraf forhejet P-Vitamin
B12 (5).

Endelig er forhejet P-Vitamin BI2 fundet hos
patienter med inflammatoriske lidelser som rheu-
matoid artritis, systemisk lupus erythromatosus, Mb.
Crohn og colitis ulcerosa (5), uden at eendringerne i
P-Transcobalamin og P-Haptocorrin er tilfredsstil-
lende beskrevet.

Inflammation pa baggrund af infektion kan ogséa
give forhgjet P-Vitamin B12 og er beskrevet for HIV,
gastrointestinale infektioner (5) samt for pneumoni
(16). Her kendes heller ikke @ndringerne i P-Trans-
cobalamin og P-Haptocorrin, men P-Vitamin B12
kan normaliseredes efter en overstaet infektion, som
belyst i et studie af patienter med pneumoni (16).

Nogle studier har beskrevet forekomst af makro-
former af bindingsproteinerne. P-Vitamin B12(TC-
bundet) omsettes normalt meget hurtigt, men hvis
det cirkulerer bundet til feks. IgG (17) eller sin
receptor sCD320 (18) forleenges halveringstiden, og
koncentrationen stiger bade for P-Transcobalamin,
for P-Vitamin B12(TC-bundet) og derfor ogsd for
P-Vitamin B12. Vores aktuelle viden om eventuelle
sygdomsassociationer og makroformer af P-Trans-
cobalamin og P-Haptocorrin er fortsat mangelfuld.

Laboratoriets bidrag ved udredning af patienter
med forhgjet P-Vitamin B12

Laboratoriet afgiver et forhojet P-Vitamin B12 uden
kommentar og uden fortynding af prover, der ligger
over mdlegraensen. Hvis laboratoriet herefter kontak-
tes, skal det afgores om der er mistanke om alvorlig
sygdom hos den enkelte patient og dermed behov for
videre klinisk udredning. Kliniker og laboratorium
ma derefter i samarbejde afgore om det er relevant i
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det enkelte tilfeelde at udelukke analytisk fejl og om

evt. eksakt koncentrationsbestemmelse og maling af

yderligere B12-relaterede biomarkoerer kan bidrage til
det videre patientforlob.

Henvendelse til laboratoriet fra klinikken vil ofte
tage afseet i sporgsmal som er der noget galt med
analysen? - resultatet passer ikke med klinikken”,
“hvad er den kliniske relevans af forhgjet P-Vitamin
B12?” og “skal det yderligere udredes?”. Handtering
af disse sporgsmal preesenteres i det folgende.

Indledningsvis skal det bemerkes, at P-Vitamin
B12 fysiologisk er hejere hos bern (2), og at forhgjet
P-Vitamin B12 kun meget sjeldent (se ovenfor) er
marker for underliggende sygdom hos bern, og ikke
er fundet forhejet ved de hyppigste solide berne-
tumorer (19). Litteraturen tillader ikke at definere et
eksakt cut-off for et "patologisk” forhgjet P-Vitamin
B12, men det vil oftest veere meget forhejede P-Vita-
min B12-veerdier der kan give anledning til yderligere
overvejelser.

1. Den hyppigste arsag til et forhgjet P-Vitamin B12
er, at patienten er - eller fornyelig har veeret - i
vitamin B12-behandling i form af hejdosistabletter
med >500 pg B12 eller B12-injektioner (6, 7). Ver
opmarksom pa, at tabletter med hejdosis B12 kan
kebes online og i diverse helsekostforretninger, og
dermed ikke altid er udskrevet pa recept. Forhojet
P-Vitamin B12 hos disse patienter skyldes behand-
lingen og skal ikke yderligere udredes. Tvaertimod
skal det understreges, at maling af P-Vitamin B12
ikke kan anvendes til behandlingskontrol. Behand-
ling ber alene rettes mod mest mulig lindring af
patientens symptomer.

2. Hvis henvendelsen drejer sig om en patient, der
trods andre tegn pad Bl2-mangel har et forhojet
P-Vitamin B12, ma den videre udredning ga ad
to veje. Afklaring af de analytiske forhold samt
sikring af at patienten bliver korrekt diagnosticeret.
Sidstnaevnte kan ofte klares ved maling af P-Met-
hylmalonat og/eller P-Vitamin B12(TC-bundet) og
P-Intrinsic faktor-antistof (IgG). En hej P-Methyl-
malonat og/eller lav P-Vitamin B12(TC-bundet)
understotter B12-mangeldiagnosen, og tyder i sam-
spil med et forhgjet P-Vitamin B12 p4, at der kan
veere et analyseteknisk problem med B12-analysen,
eller, i meget sjeeldne tilfelde ved fremskreden
kronisk myeloid leukeemi, forhgjet P-Vitamin B12
grundet forhejet P-Haptocorrin samtidig med B12-
mangel (5). Forekomst af P-Intrinsic faktor-antistof
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(IgG) er diagnostisk for vitamin B12-mangelsyg-
dommen pernicigs aneemi (med eller uden anaemi)
og understotter ogsa, at der kan vaere analysetek-
niske problemer med B12-analysen.
Ved afklaring af de - i ovrigt meget sjeeldent fore-
kommende - analysetekniske arsager er det forste
skridt at undersege, om preven har manglende
linezer fortynding, og om der opnés en helt anden
veerdi, hvis proven analyseres pa et laboratorium,
der anvender en anden platform for analysen.
Understotter disse resultater et metodologisk pro-
blem ma interessen rettes mod forekomst af meget
hoje koncentrationer af P-Transcobalamin og/eller
P-Haptocorrin. Bedst dokumenteret er problemer
med prover, hvor koncentrationen af P-Haptocor-
rin er exceptionelt hoj (>200 gange ovre referen-
ceveerdi), som det vil kunne ses hos patienter med
kronisk myeloid leukaemi eller ved visse leverkreeft-
former. Tilstedeverelsen af intakt haptocorrin vil
afhaengig af analyseplatform kunne resultere i falsk
for hoje eller falsk for lave veerdier (4). Som omtalt
er det i dag muligt at méle P-Haptocorrin, og der-
med at fa endelig afklaret om proteinet kan vaere
arsag til problemet.
Auto-antistoffer mod intrinsic factor kan give
problemer, fordi de kan reagere med det intrinsic
factor, der anvendes i analysen for P-Vitamin B12,
selvsagt navnlig ved heje titre af P-Intrinsic faktor-
antistof (IgG) (3).

3.Som anfert ovenfor er en lang rakke alvorlige
sygdomme associeret til forhgjet P-Vitamin BI2.
Ved klinisk mistanke om alvorlig sygdom hos
patienten anbefales det, at den videre udredning
rettes mod de(n) specifikke sygdom(me). Der er
almindeligvis ikke grund til yderligere udredning
af de underliggende forandringer i koncentrationen
af P-Transcobalamin/P-Haptocorrin. En undta-
gelse er de - yderst sjeeldne - tilfeelde, hvor der er
et klinisk enske om at kunne anvende maling af
P-Vitamin B12 eller P-Haptocorrin/P-Transcobala-
min til monitorering af sygdomsforlgbet (5). I disse
tilfelde skal preven - om nedvendigt - fortyndes
s& koncentrationen af P-Vitamin B12 kan fastleg-
ges, og desuden kan maling af P-Haptocorrin/P-
Transcobalamin komme pé tale. Desuden kan en
yderligere undersagelse selvsagt veere af videnska-
belig veerdi.

4. Et forhgjet P-Vitamin B12, der ikke skyldes en af
de ovenstdende grunde, betragtes som et tilfeldigt



fund og giver almindeligvis ikke anledning til yder-
ligere udredning. Undertiden vil den rekvirerende
laege ud fra en samlet vurdering af patientens situa-
tion egnske at fa afklaret arsagen til det forhejede
P-Vitamin B12. I disse situationer ber der i forste
omgang tilbydes fortynding af P-Vitamin B12 for
prover hvor resultatet er over gverste malegranse,
og eventuelt yderligere udredning kan overvejes
med en eller flere af de nedenfor omtalte speci-
alanalyser.

Specialanalyser ved udredning af patienter med
forhgjet P-Vitamin B12

Et forhojet P-Vitamin BI2, der ikke skyldes
BI2-behandling, peger pd en underliggende eendring i
P-Haptocorrin og/eller P-Transcobalamin.

Som omtalt ovenfor vil der kun yderst sjeldent
vaere behov for en videre udredning af et forhgjet
P-Vitamin B12. Er det aktuelt, kan det anbefales
at rddfere sig med Blodprever og Biokemi, Aarhus
Universitetshospital, Danmark. Dette laboratorium
udbyder specialanalyser indenfor Bl12-markerer og
har ekspertise i radgivning af savel klinikere som
kolleger fra andre laboratorier. I Tabel 1 ses hvilke
analyser der aktuelt udbydes. Specialanalyserne kan
afklare, om det forhejede P-Vitamin B12 skyldes
en oget koncentration af P-Transcobalamin eller
P-Haptocorrin - eller begge - og kan indirekte
afdeekke B12-metningsgraden af proteinerne. I Figur
2 ses illustreret sammenhzngen mellem et forhajet
P-Vitamin B12 og @ndringer i P-Transcobalamin og
P-Haptocorrin. Tolkning af resultatet vil afhenge af
graden af koncentrationseendring. I nogle tilfeelde kan
analyserne bidrage til yderligere afklaring af patien-
ten, men som oftest vil resultatet hovedsageligt veere
af akademisk interesse.

Undersogelse af makro-transcobalamin/haptocor-
rin foretages aktuelt ikke pa Blodprever og Biokemi,
Aarhus Universitetshospital. Undersogelse af disse
makro-former udger et serskilt problem. Publicerede
studier viser hyppig forekomst, men data er baseret pa
maling af P-Vitamin B12 fer og efter PEG (polyethy-
len glycol)-feeldning (3, 17). Rationalet er, at PEG vil
feelde immunkomplekser. Men metoden er uegnet.
PEG-precipitering fanger ikke blot makromolekyler,
men ogsd B12-bundet til transcobalamin, P-Vitamin
B12(TC-bundet) (20). Der findes i dag ikke nogen
standardiseret metode til undersogelse for makro-
transcobalamin/haptocorrin. Det bedste bud vil veere

at udfere gelfiltration med efterfolgende bestemmelse
af om de B12-bindende proteiner elueres som hapto-
corrin og transcobalamin i en kontrolpreve, eller om
de elueres med en hgjere molekylvaegt som udtryk for
tilstedeverelse af makromolekyler (18).

Meget er uafklaret

Der resterer mange ubesvarede spergsmal om forhgjet
P-Vitamin B12 hos patienter. Dels ved vi kun meget
lidt om de cellulere, patofysiologiske processer, der
giver ophav til forskydning i P-Transcobalamin og
P-Haptocorrin og dermed forhgjet P-Vitamin B12.
Dels ved vi meget lidt om flere af de kliniske pro-
blemstillinger. Hvor mange af de patienter, der har
forhejet P-Vitamin B12 kan tilskrives underliggende
sygdom? Hvad med patienter med vedvarende for-
hojet P-Vitamin B12 - er de i risiko for at udvikle
bestemte sygdomme? Og kan forhejet P-Vitamin B12
som marker inkluderes i kliniske retningslinjer for
de relevante sygdomme, og dermed muligvis lede til
bedre og hurtigere diagnostik?

Konklusion

Forhgjet P-Vitamin B12 er et hyppigt fund hos patien-
ter henvist savel fra hospital som fra almen praksis.
Ofte skyldes det en igangverende eller nylig afslut-
tet behandling med vitaminet, og er derfor helt som
forventet. Andre gange ma et forhejet P-Vitamin B12
tilskrives tilstedevaerelse af kendte savel som endnu
ikke erkendte alvorlige sygdomme, men vi ved fortsat
alt for lidt om disse sammenhznge. Det samme geel-
der vores viden i forhold til de mange patienter, hvor
der ikke findes en forklaring pa et forhgjet P-Vitamin
B12. Der resterer saledes store “knowledge gaps”
indenfor omradet.

Vi vil derfor konkludere, at selv om et forhgjet
P-Vitamin B12 ofte betragtes som et tilfeeldigt fund
uden betydning for den enkelte patient, kan det i
nogle tilfelde kreeve laboratoriets og klinikerens
opmarksomhed og yderligere udredning kan vere
pa sin plads, ikke mindst nér det kan indga som led
i forskningsprojekter.

Tak til

Tak til Tina Parkner, Seren Andreas Ladefoged og
Holger Jon Moller, Blodprever og Biokemi, Aarhus
Universitetshospital, for kritisk gennemlaesning af
artiklen.
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Prosent forskjell

Innledning
Ekvivalenstesting er & undersoke om noe er likeverdig,
eller tilstrekkelig likt. For eksempel brukes ekvivalen-
stesting ved sammenlikning av ulike behandlingsmeto-
der for sykdommer, for & se om en ny type behandling
gir like god effekt som den etablerte behandlingen. Det
kan ha stor interesse hvis den nye behandlingen er min-
dre kostbar eller gir feerre bivirkninger (1). Nar vi sier
“like god effekt” mener vi ikke nedvendigvis eksakt like
god, men en effekt som ligger innenfor en akseptabel
forskjell, kalt ekvivalensmargin. Hvor stor ekvivalens-
marginen kan veere, ma bestemmes pa grunnlag av rele-
vante, faglige krav og for man sammenlikner metodene.
Tenker vi oss om, har vi tilsvarende problemstil-
linger i laboratoriemedisin. For eksempel onsker

vi & vite om to analysemetoder gir tilstrekkelig like
gjennomsnittsresultater til at de kan anvendes med
samme sett av referansegrenser. Da vil vi gjerne vise
at gjennomsnittsforskjellen er mindre enn * tillatt
bias. I sa fall er ekvivalensmarginen lik tallverdien av
tillatt bias. Det samme gjelder for gjennomsnittsend-
ringer i forbindelse med skifte av reagens-batch og ved
undersokelse av provematerialets holdbarhet.
Ekvivalenstesting er ikke mye omtalt i var litte-
ratur. Ett unntak er artikkelen av Ialongo fra 2017
(2). Uttrykket “equivalence testing” er ikke & finne i
stikkordlisten i den siste utgaven av Tietz Textbook
of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics (3),
og heller ikke ved soking i den elektroniske teksten.

Metodevalidering

Som eksempel pa ekvivalenstesting skal vi her sam-
menlikne gjennomsnittsnivéet for to metoder til
maling av aktiviteten av gamma glutamyltransferase i
plasma, heretter kalt p-GT. Anta at vi har to ulike ana-
lysemetoder for maling av p-GT, og at vi ensker & bruke
de samme referansegrensene for begge metoder. Ekvi-
valenstesting krever at vi pd forhdnd bestemmer ekvi-
valensmarginen, dvs. hvor stor gjennomsnittsforskjell

Figur 1. P-GT er mdlt med to ulike ana-
lysemetoder i 20 pasientprover. For hver
enkelt prove er forskjellen mellom de

to mdleresultatene (resultat fra metode
2 minus resultat fra metode 1) plottet
som prosent av gjennomsnittet for de to

maleresultatene. Den horisontale linjen
viser gjennomsnittsforskjell model-

lert som funksjon av gjennomsnittlig
maleverdi, med bruk av vanlig linecer
regresjon. Det grd omrddet er gjennom-
snittsforskjellens 90% konfidensintervall.
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Ekvivalensmarginen er 8,4%, sd de to
rode linjene ved +8,4% markerer grense-
ne for akseptabel gjennomsnittsforskjell.
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som er akseptabel - faglig sett. Vikan her bestemme at
akseptabel gjennomsnittsforskjell skal veere lik tillatt
bias basert pa data om normal biologisk variasjon, som
er +8,4% (4). Anta na at vi har analysert p-GT 120 ulike
pasientprover og plottet prosent forskjell mot gjen-
nomsnittet av de to malingene, som vist i figur 1. Der
er det tegnet inn en linje for gjennomsnittsdifferansen
som funksjon av nivaet, og gjennomsnittsdifferansens
90% konfidensintervall. Akseptgrensene +8,4% er ogsa
angitt. Er de to analysemetodene ekvivalente?

Vi synes ekvivalens er enklest & vurdere grafisk ut
fra et skjema som vist i figur 2, uten bruk av hypote-
setesting og utregning av p-verdier. I dette tilfellet er
det gjennomsnittsdifferansen vi skal vurdere. Ikke ved
noe niva kommer 90% konfidensintervallet for gjen-
nomsnittsdifferansen naer akseptgrensene. I sin helhet
ligger 90% konfidensintervallet i akseptomradet. Det
tilsvarer situasjon D i figur 2, det vil si at de to GT-
metodene er ekvivalente og kan benytte samme sett
av referansegrenser. At 90% konfidensintervallet ikke
omfatter 0ilavt niva, har ingenting med saken & gjore.
Det viser bare at gjennomsnittsforskjellen er statistisk
signifikant forskjellig fra 0 i lavt niva. Siden hele kon-
fidensintervallet fortsatt er innenfor akseptgrensene,
er metodene likevel ekvivalente.

Hvorfor valgte vi a bruke et 90% konfidensintervall
for gjennomsnittet, og ikke et 95% konfidensinter-
vall? Det er fordi denne grafiske metoden tilsvarer 2
ensidige t-tester (“TOST”) med alfa lik 0,05 (1). Eller
for & si det enklere: Nar den ene grensen for gjen-
nomsnittets 90% konfidensintervall akkurat tangerer

akseptgrensen, da er det bare 5% sannsynlighet for at
gjennomsnittet ligger utenfor akseptgrensen pa den
siden av akseptomrédet og lite sannsynlig at det skulle
ligge utenfor akseptgrensen péa den andre siden, sd vi
er omtrent “95% sikre” pa at gjennomsnittet ligger i
akseptomradet.

Hvor mange prover trenger vi til ekvivalenstesting?
I p-GT-eksemplet var det tilstrekkelig med 20, men
hvis kravene er strenge fordi ekvalensmarginen er
liten og akseptomradet smalt, sa kan vi komme til &
trenge mange flere prover for 4 vise at to gjennomsnitt
er tilstrekkelig like (5). Til vurdering av prevemate-
rialets holdbarhet anbefaler Noklus a starte med 20
prover og heller supplere med flere hvis det viser seg a
vare npdvendig (6). En slik pragmatisk holdning kan
vaere smart i flere sammenhenger. Prover vi a vise at
presisjonen til det nyinnkjepte instrumentet vért er
like god som leveranderen lovet, kan det hende at vi
trenger sveert mange malinger (7). Hvis leveranderen
lovet at repeterbarhets-CV er mindre enn 3,0% og vi
finner 2,4% med et 90% konfidensintervall pa 1,9-3,3%
etter 4 ha gjort 20 replikate malinger, kan vi velge &
oke til 36 replikater. Med samme punktestimat kan vi
da se at gvre grense av 90% konfidensintervallet blir
mindre enn 3,0%. Hadde punktestimatet veert 2,9%
etter de 20 forste replikatene, ville arbeidet med & vise
at CV sikkert var under 3,0% veert temmelig haplost. A
vise at CV er under en viss storrelse, kan neppe kalles
ekvivalenstesting i vanlig forstand, men vi kan bruke
samme tenkeméte og betrakte 0 som den lave “aksept-
grensen’, siden svaert lave CV-er ogsé er akseptable.

A Figur 2. Ulike utfall av ekvivalenstes-
ting. Gjennomsnittlig forskjell mellom to
mdlestorrelser er angitt med punktesti-
mat og 90% konfidensintervall langs en

15 [ 0 5

0
Forskjell

skala. Ekvivalensmarginen er 10%, sd

de to rode, vertikale linjene er grensene
for akseptomrddet. A: Ikke-ekvivalens

er pavist, fordi giennomsnittet med

hele sitt konfidensintervall er utenfor
akseptomrddet. B og E: Tvilstilfeller, der
verken ekvivalens eller ikke-ekvivalens
er pavist, fordi konfidensintervallet krys-
ser en akseptgrense. C og D: Ekvivalens
er pavist, fordi hele konfidensintervallet
er i akseptomrddet. I situasjon C er
forskjellen sikkert storre enn 0, men ikke
i situasjon D. Forskjell fra 0 har ikke noe
10 19 d si for vurdering av ekvivalens.
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Kvalitetskontroll

I daglig kvalitetskontroll underseker vi om gjen-
nomsnittsnivaet er tilstrekkelig riktig. Det er ogsa en
slags ekvivalenstesting. Underlig nok regner vi som
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Konklusjon

Vi kan tenke at metodevalidering og kvalitetskontroll
tilsvarer ekvivalenstesting, og velge verktoy deretter.
Gjor vi det, kan resultatet bli lettere a forsta, siden vi
direkte sammenlikner prestasjon og krav.

precision — how many measurements do we
need? Scand J Clin Lab Invest 2015;75:496-9.

. Asberg A, Bolann B, Mikkelsen G. Using the

confidence interval of the mean to detect syste-
matic errors in one analytical run. Scand J Clin
Lab Invest 2010;70:410—4.
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viket (repeterbarhet) er 3 mmol/L og

S tillatt bias er 9 mmol/L (markert med
rode linjer). Hvis ikke hele 80% konfi-
densintervallet er innenfor grensene for

B 1 ! ! ! | ] r tillatt bias, har vi en alarm-situasjon.
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Anvindning av “tillvixtkurvor”
for barn for att skatta njurfunktionen

Anders Larsson
anders.larsson@akademiska.se

I dag rapporterar de flesta nord-
iska laboratorier automatiskt krea-
tinin som ett berdknat GFR virde
(eGFR) utover den rena koncen-
trationen. Det finns ganska stora
material for referensintervall hos
? vuxna och berikning av GFR, men
underlaget 4r ofta betydligt min-
dre for barn. Det 4r ju nagot som i princip géller alla
laboratorieanalyser. Eftersom det &r olika material
som anvénts for barn respektive vuxenmaterialen si
far vi ofta ett skift vid 18 ar da vi byter fran barn-
referensvirden till vuxenreferensvarden. Det finns
inget tydligt biologiskt underlag till detta hopp utan
ar sakert orsakat av att det r olika referensmaterial
som anvints vid berdkningarna.

Nyligen kom en artikel i SJCLI (1) dér man anvént
laboratoriedatabaser for att ta fram ett stort antal

kreatininvirden fran barn och vuxna. Dessa resul-
tat anvindes for att berdkna aldersférandringarna/
tillvixtkurvan for kreatinin under barndomen och
upp till 40 ars alder. En invdndning mot att anvinda
patientresultat kan vara att man far en 6verrepresen-
tation av sjuka individer. Samtidigt kan man anta
att denna 6verrepresentation borde vara nagorlunda
jamnt férdelad inom hela aldersintervallet. Anvander
man sig da av férandringar s& minskar man effek-
terna av ev 6verrepresentation av hoga kreatininvar-

)
)

B.E
|

-

den. Med hjélp av kreatinintillvixtkurvan kunde
barnresultaten omvandlas till ett eGFR motsvarande
en vuxen person (18 ar i det hir fallet). Anvdndningen
av kontinuerliga variabler innebdr att hoppet vid 18
ar forsvann och man kunde ocksa visa att dverens-
stimmelsen mellan berdknat GFR och mitt GFR
forbattrades jamfort med separata barnekvationer.

Att omvandla barnvérden till vuxenvirden och
sedan anvinda de vanliga vuxenreferensintervallen
och eGFR ekvationer 4r annorlunda och kinns lite
konstigt vid forsta anblicken. Samtidigt kan man
inte bortse fran att det hir arbetet i SJCLI visar att
metoden fungerar och ger ett bittre matt pd GFR dn
separata barnreferenvirden som dessutom ofta kraver
komponenter som langd/hojd for att gora GFR berak-
ningarna. Lingd/héjd dr ju svart att fa in automatiskt
ivara datasystem.

I SJCLI artikeln applicerades den har metodiken
pé kreatinin hos barn, men jag ser inte varfor detta
inte skulle kunna fungera pé andra analyser. Det vore
intressant att hora om den hir metodiken skulle ge
lika bra resultat om den testades p& andra markérer.

1. Bjork J, Nyman U, Delanaye P, et al. A novel method
for creatinine adjustment makes the Lund-Malmé
GFR equation generally applicable in children.
Scand J Clin Lab Invest. 2020;80(6):456-463.

?
0

Klinisk Biokemi i Norden - 4 2020 | 39


mailto:Anders.larsson@akademiska.se

Patofysiologin vid krympt-por-syndrom (KPS),
en vanlig njursjukdom med hog mortalitet
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Identifiering och diagnos av KPS

Sankt njurfunktion, definierat som sankt glomeru-
lar filtrationshastighet (GFR), medfor okad risk for
dialysberoende, kardiovaskuldr sjukdom och fortida
dod. Det glomerulara filtratet bestar huvudsakligen
av vatten, 0,018 kDa, och andra smamolekyler t.ex.
kreatinin, 0,11 kDa och urea, 0.06 kDa. Dock har
bl.a. Norden och medarbetare visat, att ocksa storre
molekyler t.ex. peptider och proteiner pa 5 - 30 kDa
till stor del utséndras genom glomerulér filtration
(1). De relativt hoga filtrationskoefficienterna for
dessa proteiner samt den stora méngden primarurin
per dygn innebir, att huvuddelen av dessa proteiner
ocksé elimineras i denna filtrationsprocess med efter-
f6ljande aterresorption och proteolys av dem i tubuli
(2,3). Ett protein som noga karakteriserats i detta
avseende 4r humant cystatin C, 13 kDa, som till mer
an 85% elimineras genom glomerulir filtration (3).
Det humana proteomet bestér till cirka 36% av pro-
teiner med ldgre massa dn 30 kDa (2,4) och paverkas
sdledes kraftigt av dndringar i njurfunktionen. GFR
bestams vanligen genom invasiv matning av plasma-
eller urineliminationen av injicerade substanser med
lig massa, t.ex. >!Cr-EDTA, 0,34 kDa, ?°I-iotalamat,
0,64 kDa eller iohexol, 0,82 kDa. Om njurfiltrationen
andras genom att utséndringen av molekyler pa 5-30
kDa selektivt minskar utan att filtrationen av smamo-
lekyler pa < 1 kDa péaverkas, kommer sddana metoder
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inte att kunna pévisa detta. Detta giller ocksd om
man anvéander plasmahalten av smamolekyler, som
kreatinin och urea, for att estimera GFR. Om man
emellertid anvinder “Lundamodellen” (5) for att
estimera GFR kommer denna selektiva minskning
i GFR f6r 5-30 kDa molekyler att kunna upptickas.
Ledande amerikanska nefrologer har nyligen angivit
en strategi for estimering av GFR, som till stora delar
ar lik Lundamodellen (6). Lundamodellen innebir, att
man vid forsta motet med en patient estimerar den-
nes GFR med bdde en cystatin C- och en kreatinin-
baserad GFR-estimeringsekvation (5,7 www.egfr.se).
Om eGFR ystatin C och eGFRy catinin OVerensstimmer
ar medelvirdet ytterst palitligt som estimat av GFR
och invasiv bestimning av GFR tillfor inget. Om
€GFR ygtatin ¢ 0ch €GFRyeqtinin inte Sverensstimmer
och det inte finns ndgon extrarenal forklaring till
skillnaderna, sasom sankt muskelmassa vid anorexi
och paralys eller hogt intag av glukorkortikoider, 4r
orsaken nistan alltid, att det foreligger en selektiv
sankning av filtrationen av 5-30 kDa molekyler, efter-
som skillnaden mellan estimeringarna i nistan alla
fall innebar att eGFR ystatin c/€GFRyreatinin-kvoten dr
klart mindre dn 1,0. Att en sddan selektiv sankning
av filtrationen av 5-30 kDa molekyler identifierar
ett nytt syndrom, benimnt krympt-por-syndrom,
observerades 2014 (8), varvid eGFR ygtatin c/€GFRre.
atinin-kvoter < 0,6 eller < 0,7 anvéindes for att stilla
diagnosen vid avsaknad av icke-renala faktorer, som
paverkar eGFR ystatin  €ller eGFRyeqtinin (2,8). Redan
aret efter noterades, att syndromet medfér kraftigt
O6kad mortalitet och morbiditet (9,10), vilket darefter
verifierats i ytterligare studier (11-14).

Intressant nog hade man 14 ar fore det att krympt-
por-syndromet identifierades noterat, att det i gravi-
ditetens sista trimester foreldg en selektiv sainkning
av filtrationen av 5-30 kDa proteiner och att denna
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siankning var dannu mer uttalad vid preeklampsi (15-
18). En eGFR ystatin ¢/€GFRyreatinin-kvot < 0,60 har
ocksa foreslagits som en lamplig beslutsgrans for
utférande av kejsarsnitt eller induktion av férloss-
ning for att reducera graviditetskomplikationer vid
preeklampsi (19).

Invasiva undersékningar av enstaka patienter har
ocksé pavisat att selektivt sinkt filtration av 5-30 kDa
molekyler forekommer (2,20).

Prevalens av KPS

I sex studier har prevalensen av KPS studerats. Fem
av dessa gillde vuxna populationer och om diag-
noskriteriet €GFR ystatin ¢/€GFRreatinin-kvot < 0,60
anvindes varierade prevalensen mellan 0,2 och 19%
(8-10,12,14). En intressant iakttagelse var att preva-
lensen av KPS var 5,3% i en subpopulation av per-
soner med invasivt mitt GFR = 60 ml/min/1,73 m?,
ingen albuminuri och ingen kdnd diagnos (14). Aven
i denna population av formellt ”friska” individer var
riskkvoten (hazard ratio, HR) f6r dod hos personer
med KPS kraftigt f6rh6jd (14). I en barnpopulation
var KPS-prevalensen 4,8% (21).

Dédlighet i KPS, cancer, kardiovaskulir sjuk-
dom, diabetes mellitus och traditionellt defini-
erad njursjukdom i en population med invasivt
bestamt GFR

I en studie av 2781 personer vars GFR bestimts genom
analys av iohexol-clearance och som féljdes upp
under i genomsnitt 5,6 4r undersoktes mortaliteten
i kardiovaskuldra sjukdomar, cancer, diabetes mel-
litus, traditionellt definierad njusjukdom och KPS
(14). Traditionellt definierad njursjukdom innebér att
patienten har antingen GFR < 60ml/min/1,73m? eller
albuminuri eller bddadera. Riskkvoten (HR) for dod
var dirvid hogre vid KPS dn vid nagon av de andra
tillstanden vare sig man anvande justerade eller ojus-
terade HR-vdrden. De ojusterade HR virdena med
95% konfidensintervall var for traditionellt definie-
rade njursjukdomar 1.3 (1.2-1.6) for kardiovaskuldra
sjukdomar 1.4 (1.2-1.6), f6r diabetes mellitus 1.6 (1.3-
1.8), for cancer 2.6 (2.3-2.9), och for KPS 3.0 (2.5-3.6)
(14). En intressant iakttagelse, som ovan namnts, var
att hos personer utan nagon diagnosticerad sjukdom
och séledes med normalt GFR och ingen albuminuri
var riskkvoten for dod vid KPS dnnu hégre: HR 7.3
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(95% CI: 2.3-23.2) (14). Detta skulle kunna bero pa,
att i denna grupp inga andra kdnda riskfaktorer for
okad dodlighet an KPS fanns (14). De vanligaste
dodsorsakerna hos patienter med KPS gillde cancer
och kardiovaskuldra sjukdomar (14).

Patofysiologin vid KPS
Eftersom cirka 36% av det humana proteomet bestar
av proteiner < 30 kDa och en stor del av dessa huvud-
sakligen kataboliseras genom glomeruldr filtration
(2,4) kommer med stor sannolikhet manga av dessa
att 6ka i plasmahalt vid sainkt GFR. I en studie omfat-
tande 386 patienter med GFR bestimt genom analys
av johexol-clearance, analyserades plasmahalten av
2893 proteiner (22). Av dessa uppvisade 680, varav en
stor del med molekylmassor < 30 kDa, en signifikant
korrelation mellan plasmahalt och GFR dér plasma-
halten 6kade vid lagre GFR (22). Hogst korrelation till
GFR uppvisade plasmahalten av cystatin C (22). I en
unders6kning av 177 proteiner hos patienter med KPS
och normalt GFR visade sig 30 fordndringar i protei-
nernas plasmahalter vara specifika fér KPS, varav 28
gillde okade halt (11). I samma studie visade sig 31
férandringar i proteinernas plasmahalter vara speci-
fika for patienter med KPS och samtidigt sdnkt GFR,
varav alla gillde 6kade halter. Samma studie visade
att 27 proteiners plasmahaltfordndring var specifika
for patienter med enbart sinkt GFR utan KPS. En
korrelation fanns mellan molekylmassan och koncen-
trations6kningen av de plasmaproteiner som specifikt
férandrades i plasmahalt vid KPS och den storsta
okningen i halt sags for proteiner < 30 kDa (11). Ndgon
motsvarande korrelation kunde inte observeras for de
proteiner som specifikt fordndrades i plasmahalt vid
sankt GFR utan KPS (11). Manga av proteinerna < 30
kDa har signalfunktioner t.ex. cytokiner, kemokiner,
adipokiner, tillvaxtfaktorer och angiogena faktorer.
Av de 30 6kningar i proteinhalt, som var specifika for
KPS, visade sig 18 tidigare beskrivits som orsakande,
eller forknippade med, utveckling av ateroskleros (11).
Baserad pa por-modellen for den glomeruléra fil-
trationen (23) kan séledes ovanstéende fynd forklaras
genom en patofysiologisk mekanism, illustrerad i figur
1 ochivilken porernas medelstorlek i den glomerulira
filtrationsbarridren minskar, vilket leder till 6kad plas-
mahalt av f.fa. 5-30 kDa proteiner, varav manga har
signalfunktioner, som bl.a. paskyndar utvecklingen av
cancer och kardiovaskulira sjukdomar.
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Behandling

Enligt den angivna patofysiologiska modellen kan
KPS behandlas genom dialys med membraner som,
liksom friska njurar, tillater borttransport av en stor
del av patientens 5-30 kDa proteiner sa att 6kning-
arna av deras plasmakoncentrationer begransas (2).
En annan behandlingsmojlighet dr anvindning av
monoklonala antikroppar for att sinka halten av de
signalproteiner som ger mest skadliga effekter vid
KPS (2).
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Introduction
The activated whole
blood clotting time
(ACT) measures the
time it takes whole
. ) blood to clot when
Ay . exposed to substan-
ces that activate the contact factors. Like the aPTT,
this test assesses the intrinsic and common pathways
of coagulation. Paul Hattersley first described the
ACT in 1966 (1) and Donald Hill first used it in 1974
as a simple method of heparin management during
extracorporeal circulation (1). Even more than 40
years later the ACT remains the primary test for
monitoring heparin activity in operating rooms,
catheter labs, intensive care and haemodialysis units
around the world. In its original version the ACT was
somewhat cumbersome to use, requiring the diatoma-
ceous earth celite as activator, the sample needed to be
placed into a pre-warmed tube sitting in a water bath
or on a heating plate and generating a result when
the blood had clotted. There was huge variation in
the way different operators handled samples, which
is likely to have contributed to the large variation in
results. To this day the ACT value required for safe
conduct of cardiopulmonary bypass (CPB) varies bet-
ween hospitals and appears to be based on tradition
rather than science (2).

The introduction of a standardised test came
with the first Hemochron device (Hemochron ACT,
International Technidyne Corp, Edison, NJ, USA).
This has been followed by numerous different devi-
ces from a variety of manufacturers, all aiming to
make the process easier for the user. Unfortuna-
tely, the test remains troubled by big variations in
the results. Even in the advent of the newest ACT
measuring device, which in the case of the Abbott
i-STAT (Abbott Point of Care, Princeton, NL, USA)
that makes use of a more reproducible amperometric
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testing method, the amount of heparin protocols
remains confusing (2).

The arrival of the antifibrinolytic drug aprotinin
in cardiac surgical practice in the 1980ties initially
cast doubt over the ACT, as it binds celite causing an
artificial prolongation of the clotting time (3). Kaolin
emerged as the activator of choice and is only mildly
influenced by aprotinin. A series of adverse publica-
tions around 2008, culminating in the BART trial
(4), forced the removal of the drug from the market.
Since aprotinin has been rehabilitated after nume-
rous reviews of the literature (5). Its increasing use
worldwide leads the authors to believe that ACT tests
based on celite will be phased out in the near future.

To this day heparin is worldwide the preferred
agent for anticoagulation, owing to its cheap price and
relative ease and safety of use (6). Adequate anticoa-
gulation is mandatory for extracorporeal circulation
and where foreign material, such as large-bore cathe-
ters, is introduced into the bloodstream for extended
periods of time. Blood contact with artificials other-
wise leads to activation of the clotting cascade with
potentially fatal consequences.

Conventional CPB circuits are made up of several
meters of plastic tubing, a plastic reservoir and a hol-
low fibre oxygenator (see Figure 1). Without appro-
priate anticoagulation, clot would form in the circuit
within minutes when filled with blood. The conse-
quences of that are likely to be fatal; at the very least
clot formation in the CPB circuit will cause severe
post-operative organ damage such as neurological
dysfunction or renal failure.

Point-of-care test

The ACT is a true point-of-care (POC) test, perfor-
med at the bedside. All modern devices are small,
portable and easy to use; the mostly cartridge-based
consumables can be stored outside the fridge for
reasonable periods of time. The advantages over



HCT/STAT

To cardioplegia

Venous

Venous 9 <
cardiotomy reservoir

Venous
BGM

Arterial
filter

Figure 1. Set up
of a standard
cardiopulmonary
bypass circuit.

Venous
return
catheter

Cardioplegia
®, cannula

Bubble
detector

Cardioplegia
solution

Oxygenatar with Cantrifugal
reservoir and pump (or Roller
heat exchanger roller pump) pump

+Bubble trap
*Temperature
*Pressure

Heat exchanger

Blood from
oxygenator ‘

VY

Suction

Temperature

contral Arterial

L

Dual cooler/heater

Vent Cardioplegia

and monitoring
system

tests that need to be sent to the lab for processing

are apparent (7):

- faster draw to result time

- decreased risk of sample degradation over time

- minimal risk of samples being mislabelled or
mishandled

- non-lab staff are able to perform the test

There are several POC methods available for ACT mea-
surement and results obtained with different devices
can vary substantially (8-10). An overview over the
most widely used devices and their testing principle are
shown in Table 1. The vast majority of these use clot
formation as their measuring endpoint. In contrast,
the i-STAT utilises the amperometric detection of an
electroactive compound formed during the common
pathway of the clotting cascade.

The most commonly used activators are celite and
kaolin. Some manufacturers offer added features,
such as high and low range cartridges or a prewarm
and no prewarm mode. There is no consensus about
use or usefulness of these additional utilities amongst
clinicians.

Lack of standardisation

The key to understanding the ACT is to realise that
there is no ‘gold standard’, that there is no true ACT
value or reference range and target ranges are either

Perfusion system (heart-lung machine)

empiric or based on small-scale studies (11). The
American College of Cardiology Foundation/Ameri-
can Heart Association guidelines for management of
STMI are a just one example of this: they recommend
different ACT target ranges for different devices during
primary PCI procedures (12). The importance of com-
paring the performance of different devices over a
wide analytical range can therefore not be overstated.

Since the introduction into clinical medicine the
ACT has always been ‘owned’ by clinicians and has
not benefitted from involvement by laboratory medi-
cine. This is in contradiction to guidelines such as ISO
22870, which state that POC devices fall under the
laboratory umbrella. In practice this puts an obligation
on laboratory professionals to be involved in all mat-
ters of ACT. In keeping with good medical practice the
ACT - like any other test - has to be approached in a
multidisciplinary fashion to ensure appropriate usage
and optimal patient care.

Method comparison

Several studies have attempted to compare the perfor-
mance of various ACT devices. Schussler et al. compared
i-STAT with Hemochron during PCI and concluded
that the difference in results was not clinically signifi-
cant (13). Paniccia et al. reported similar results when
using Hemochron and i-STAT in CPB or in haemodia-
lysis until high levels of heparin are administered on
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CPB when results become statistically different (14). A
small scale study by Maslow et al. confirms this obser-
vation and reports that the Hemochron yielded higher
ACT values than the i-STAT when high doses of heparin
are used (15). This contrasts a recent large multi-centre
study which found i-STAT to systematically return hig-
her measurements compared to the Hemochron (16).
Studies comparing the Hemochron Jr. Signature with
the Medtronic ACT Plus during CPB showed a good
correlation between the two devices with the Hemoch-
ron yielding lower readings (17, 18). This is in contrast
to results from lower dose heparin PCI trials where the
Medtronic ACT values were consistently lower when
compared to Hemochron (19). Unsurprisingly, a further
comparison involving three ACT devices - GEM PCL,
Hemochron and Medtronic - during cardiovascular
surgical procedures, confirmed that results from these
devices could not be used interchangeably (8).

The main concern when dealing with ACT measu-
rements is ensuring the reliability of the devices. There
are several studies investigating the reproducibility of
results generated by different devices. Notably Ojito et
al. (9) compared four different ACT devices, Medtronic
HMS and ACTplus, Hemochron Signature Elite and
i-STAT, whereas Bosch and colleagues investigated the
repeatability of the GEM PCL, Hemochron 801 and
Medtronic (8). Both studies showed the Hemochron to
have the highest variability while i-STAT and Medtro-
nic delivered the most consistent results. A comparison
between the Actalyke and Hemochron during CBP
showed higher reproducibility of the former (20). The
to date largest multi-centre study compared the repro-
ducibility of results of i-STAT vs. Hemochron during
cardiac surgery. The authors showed that the i-STAT
provides a more reliable and reproducible test for
assessing safe anticoagulation during cardiac surgery

Manufacturer | Device Test setup Reagent Detection Other
method
Medtronic ACT plus ACTLR Celite mechanical
HMS plus ACT HR Celite mechanical Heparin titration
and dose response
Sienco Sonoclot kACT Kaolin mechanical Low range
gbACT+ Kit Glass bead
sonACT Kit Celite High range
International Hemochron ACT and ACT Mixture of silica, kao- | mechanical Hemonox assay for
Technidyne Jr. Signature, low range lin and phospholipids | endpoint clot- enoxaparin
Signature+ ting, monitored
Signature Elite optically
Hemochron cACT Celite mechanical Protamine dose
response kACT Kaolin in glass tube, assay.
Glass activated Glass beads in plastic Heparin and prota-
ACT tubes min response test
Instumentation | GEM PCL ACT, Kaolin and silica mechanical
Laboratory ACT-LR Celite endpoint clot-
ting, monitored
optically
Helena Labora- | Cascade cACT (LR) Celite mechanical Chamber containing
tories Abrazo endpoint clot- paramagnetic iron
ting, monitored oxide particle
optically
Actalyke XL/ cACT Celite Two-point elec-
Mini IT kACT Kaolin tromechanical
glass ACT glass
MAX ACT Mixture of all
Abbott Labora- | i-STAT cACT Celite Electrochemical
tories kACT Kaolin

Table 1. Overview of main selection POC devices for measuring ACT

46 | Klinisk Biokemi i Norden - 4 2020




on pump (16). The superior analytical performance of
the i-STAT was equally confirmed in another multi-
centre study including cardiac surgical and catheter
lab procedures (21).

Quality assurance

As for any laboratory test POCT has to be subject to
quality assurance. Internal quality control (IQC) and
external quality assessment (EQA), where available, are
integral parts of this process. IQC procedures ensure
immediate and constant control of result generation.
IQC may confirm that a test is precise, however this
does not necessarily make it accurate. Some form of
external assessment is desirable to confirm accuracy
and is recommended in the regulatory standard
(ISO22870). Unfortunately, there is no agreed formal
EQA program for ACT measurement at this point in
time; there is not even a way to compare ACT perfor-
mance between institutions (22). As mentioned before,
there is no ‘gold standard’ ACT method, making robust
EQA even more desirable.

Other coagulation tests?

To our knowledge there is currently no good alternative
to the ACT for ensuring adequate procedural anticoa-
gulation with unfractionated heparin. The current
regime of POC testing comes with a number of clinical
advantages. Particularly the short draw to result time
is of essence as it is not in patients’ best interest to be
laying on an operating table or a catheter lab table
waiting for the procedure to be able to commence or
continue. Also, the question of heparin decay during
the time spent waiting and at what point anticoagula-
tion has to be topped up and a new test needs ordering
remains unanswered.

Heparin management systems, such as Medtronic’s
Hepcon HMS Plus estimate heparin dose, ACT and
heparin dose response. Despite the theoretical advan-
tages associated with this, they have not been intro-
duced into clinical practice widely and have been
shown to poorly estimate heparin requirements (23).
Additionally the lack of adoption of this technology
is likely to be due to the fact that conventional ACT
devices are cheaper, simpler to use and familiar to the
vast majority of clinicians.

Viscoelastic whole blood techniques, such as throm-
belastography (TEG, Hemonetics, Braintree, MA,
USA) or rotational throbelastometry (ROTEM, TEM
International, Munich, Germany), measure the time

between addition of the activator and the onset of clot
formation and could therefore theoretically be used
in a similar way as the ACT. This approach has never
been validated and to the authors’ knowledge has never
been published.

Although prothrombin time (PT) and activated
partial thromboplastin time (aPTT) have their place in
pre-operative testing of cardiac surgical patients, they
are not helpful in assessing procedural anticoagulation.
They do not reflect the complexity of haemostasis in
vivo. Their main drawback is their inability to provide
information about the interaction with platelets as both
are measured in platelet poor plasma (24). Moreover,
heparin concentrations exceeding 1 IU/mL cannot be
accurately evaluated by aPTT.

Future for ACT

Tackling three main clinical challenges will largely
determine future developments in ACT technology
and research. Firstly, commonly encountered condi-
tions such as haemodilution, varying concentration
of clotting factors, hypofibrinogenaemia, hypothermia
and reduced platelet count or function, have all been
shown to affect ACT measurement to different degrees
(25). Secondly, the renaissance of aprotinin is bound
to reignite the discussion about ACT activators, safe
heparin dosing and appropriate ACT values in the
presence of an antifibrinolytic. Celite as activator has
widely been replaced by kaolin, which has been shown
to be less affected by aprotinin (26-29). There is, howe-
ver, greater uncertainty if any one device is superior
in ACT measurement when using aprotinin on CPB.
Several studies from around the time when aprotinin
was withdrawn suggest that the Sonoclot produces
more consistent results than the Hemochron Kaolin
ACT (30, 31) and is less affected by the drug (32).
Thirdly, the debate about appropriate anticoagulation
and its monitoring will become more prevalent in the
age of clotting factor concentrates and of prolonged
mechanical support with extracorporeal membrane
oxygenation (ECMO) in increasingly sick patients.

Conclusion

The ACT has gone unchallenged in 44 years of clinical
use and traditional ACT technology and thinking are
about to undergo changes. When engaging in debate
about ACT it is important to remember that there is no
reference range, no universally agreed target value for
certain procedures and that there is no gold standard,
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making EQA virtually impossible. Presently the most
promising approach is to compare the performance
of different devices by reproducibility of results. Alt-
hough all currently available systems correlate with
each other to a certain extent, they yield different
results. Emerging evidence suggests that devices can-
not be used interchangeably. It should therefore be
recommended that individual institutions use multi-
disciplinary teams of lab and clinical experts to esta-
blish their ACT targets based on the device used and
the clinical application the test is intended for, rather

than historic institutional preference.
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Baggrund

Hoftefrakturer udger en veesentlig sundhedsmaessig
belastning blandt @ldre verden over. I Europa fore-
kommer mere end 600.000 frakturer arligt. Den mest
almindelige arsag til en hoftefraktur er osteoporose
kombineret med et lav-energi traume. Hoftefrakturer
er associeret med bade oget morbiditet og mortalitet.
Mortaliteten efter den forste méaned rapporteres ofte
til at veere omkring 10%.

Forskning gennem tiden har vist, at flere faktorer
er forbundet med en oget risiko for ded. Man kan
opdele disse faktorer som modificerbare, potentielt
modificerbare eller direkte ikke-modificerbare. De
mest anerkendte risikofaktorer er hej alder, mand-
ligt kon, frailty, lav BMI, komorbiditeter og tid til
operation. En potentielt modificerbar risikofaktor er
biokemiske ubalancer hos patienten. Da biokemiske
ubalancer potentielt kan korrigeres, vil identifikation
af disse give mulighed for at bedre overlevelsen for
hejrisikopatienter.

Formélet med min ph.d.-afhandling var at
undersoge specifikke biokemiske markeorer relateret
til en reekke almindelige komorbiditeter og deres rela-
tion til mortalitet efter en hoftefraktur. Derudover
onskede vi ud fra vores resultater at udarbejde en
preediktionsmodel for ded efter en hoftefraktur som
et muligt redskab for klinikerne til identifikation af
hejrisikopatienter.

De inkluderede biokemiske markerer var kalium,
thyroidea stimulerende hormon (TSH), C-reak-
tivt protein (CRP), soluble urokinase plasminogen
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activating receptor (suPAR), ferritin, transferrin,
N-terminal B-type natriuretisk peptid (NT-proBNP),
troponin I (Tnl), total kolesterol (TK), triglycerider
(TG), high-density lipoprotein-kolesterol (HDL-K)
and low-density lipoprotein-kolesterol (LDL-K).

Afhandlingen bygger p4 fire studier.

1. Hyperkalemia is associated with increased 30-day
mortality in hip fracture patients. Norring-Agerskov
D, Madsen CM, Abrahamsen B, Riis T, Pedersen OB,
Jorgensen NR, Bathum L, Lauritzen JB and Jorgensen
HL. Calcif Tissue Int. 2017;101(1):9-16. Dette studie
underspger preevalensen af kaliumforstyrrelser hos
hoftefrakturpatienter ved indleeggelsen, og hvorvidt
disse forstyrrelser har relation til mortalitet.

I1. Thyroid-stimulating hormone (TSH) is associated
with 30-day mortality in hip fracture patients. Rapacki
E, Lauritzen JB, Madsen CM, Jorgensen HL, Norring-
Agerskov D. Eur ] Trauma Emerg Surg. 2019 Nov 6.
[Online ahead of print]. Dette studie undersoger
thyroideafunktion og mortalitet hos hoftefraktur-
patienter.

I11. Biochemical markers of inflammation are associ-
ated with increased mortality in hip fracture patients:
The Bispebjerg Hip Fracture Biobank. Norring-Ager-
skov D, Bathum L, Abrahamsen B, Pedersen OB,
Lauritzen JB, Jorgensen NR and Jorgensen HL. Aging
Clin Exp Res. 2019. [Epub ahead of print]. Dette
studie underspger associationen mellem mortalitet
efter hoftefraktur og de inflammatoriske biokemiske
markerer CRP, suPAR, ferritin og transferrin. Desu-
den underseges relationen til myoglobin og creatin
kinase (CK) som udtryk for muskelvaevsskade.

IV. History of cardiovascular disease and cardiovascu-
lar biomarkers are associated with 30-day mortality
in patients with hip fracture. Norring-Agerskov D,



Landsdaekkende
hoftefrakturpopulation
n = 154047

Bispebjerg
hoftefrakturdatabase
n = 8310

Bispebjerg
hoftefrakturbiobank
n=712

Figur 1 Patientpopulationer

Madsen CM, Bathum L, Pedersen OB, Lauritzen JB,
Jorgensen NR, Jorgensen HL. Osteoporos Int. 2019
Sep;30(9):1767-1778. Dette studie undersoger asso-
ciationen mellem hjertekarsygdom og mortalitet
hos hoftefrakturpatienter. Endvidere undersogte vi
relationen til specifikke biokemiske markerer for
hjertekarsygdom, NT-proBNP, TnI, TK, TG, HDL-K
og LDL-K.

Tabel 1. Oversigt over studier

Materiale og metoder

Afhandlingen bygger pa tre patientpopulationer,
som overlapper hinanden: Den landsdekkende hof-
tefrakturpopulation, der inkluderer 154.047 danske
hoftefrakturpatienter (fra 1. januar 1995 til 31. decem-
ber 2012.) Disse patienter er identificeret ved brug af
Landspatientregisteret.

Bispebjerg hoftefrakturdatabase inkluderer 8.310
patienter, som alle har veret indlagt med en hof-
tefraktur pa Bispebjerg Hospital fra (1. januar 1996
til 30. august 2012.) Denne database indeholder infor-
mation om patienterne, frakturen og oplysninger fra
indleeggelsen. Derudover indeholder den laboratori-
eresultater taget under indlaeggelsen.

Pé en gruppe af patienterne fra hoftefrakturdataba-
sen er der over en periode pa 2,5 &r indsamlet biolo-
gisk materiale i forbindelse med indleggelsen. Disse
patienter udger Bispebjerg Hoftefrakturbiobank. I alt
er der materiale pd 698 patienter.

Patienterne fra biobankpopulationen udger saledes
en delmengde af databasepopulationen, som igen
udger en delmengde af den store landsdekkende
hoftefrakturpopulation (Figur 1).

Hazard ratioer (HR) blev udregnet ud fra Cox propor-
tional hazard modeller med mortalitet som udfald.
Odds ratio (OR) blev beregnet ved hjelp af logistisk
regressionsanalyse med mortalitet som udfald. Step-
vis multivariabel logistisk regression blev anvendt til

Population Studieperiode Patienter Undersogte variable
Studie I Bispebjerg 1. januar 1996 - 7293 Kalium
hoftefrakturdatabase 31. december 2012
Studie II Bispebjerg 1. januar 1996 - 914 TSH
hoftefrakturdatabase 31. december 2012
Studie ITI Bispebjerg 16. oktober 2008 - 698 CRP, suPAR, ferritin,
hoftefrakturbiobank 17. juni 2011 355 praeop. transferrin, myoglobin, CK
343 postop.
Landsdeekkende 1. januar 2000 - 113211 Hjertesvigt, iskeemisk
hoftefrakturpopulation 31. december 2012 hjertesygdom, iskemisk
Studie IV apopleksi
Bispebjerg 16. oktober 2008 - 355 NT-proBNP, Tnl, TK,
hoftefrakturbiobank 17. juni 2011 praop. TG, HDL-K, LDL-K

TSH: thyroidea stimulerende hormon, CRP: C-reaktivt protein, suPAR: soluble urokinase plasminogen activating receptor,
CK: kreatinkinase, NT-proBNP: N-terminal pro B-type natriuretisk peptid, Tnl: troponin I, TK: total kolesterol, TG: triglyde-
rider, HDL-K: high-density lipoproteins-kolesterol, LDL-K: low-density lipoproteins-kolesterol, preeop: preeoperativt, postop:

postoperativt.
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Figur 2 Ujusteret og justeret 30 dages mortalitet
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Udtrykt ved HR: Hyperkalieemi (kalium > 4,6mmol/L), TSHyedian(>1,4 mIU/L), CRP (stigende kvartiler), suPAR (stigende
kvartiler), Ferritin (stigende kvartiler) and Transferrin (faldende kvartiler). Udtrykt ved OR: NT-proBNP (stigende
kvartiler), Tnl (stigende grupper), TG (stigende kvartiler) and HDL-K (faldende kvartiler).

at skabe en preediktiv model baseret pa de biokemiske
markerer. Resultaterne fra regressionsanalysen blev
brugt til at estimere sandsynligheden for dod 30 dage
efter hoftefraktur Pgs.

Gennemgang af fund

Tabel 1 viser oversigt over de fire studier hvad angar
anvendt population, studieperiode, antal patienter
samt undersogte variable.

Feelles for alle fire studier var en 30-dages mortalitet
pé omkring 10% samt en hgjere median alder for de
patienter, som dede. De multivariable analyser viste
signifikant eget risiko for 30-dages mortalitet for
patienter med hyperkalieemi, TSH-verdier over medi-
anen, stigende kvartiler af CRP, suPAR, ferritin, NT-
proBNP, TG og faldende kvartiler af HDL-K (Figur 2).
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P30 =

De biokemiske markerer fra alle fire studier blev ana-
lyseret i en feelles stepvis logistisk regressionsanalyse,
resulterende i en samlet risikomodel indeholdende
ken, kalium, CRP og NT-proBNP (Tabel 2).

Biomarkererne fra alle fire studier blev analyseret i
en felles stepvis logistisk regressionsanalyse, resul-
terende i en samlet risikomodel indeholdende kan,
kalium, CRP og NT-proBNP.

Resultaterne fra regressionsanalysen blev brugt til
at estimere sandsynligheden for ded 30 dage efter
hoftefraktur (Pg3¢):

e(—10,0404+1,2643xKﬂN+1,6239xK+0,0101xCRP+D,0024xNTpchNP)

1+ e(—10,0404+1.2643XKﬂN+1,6239xK+0,0lleCRP+0.0024xNTproBNP)



Tabel 2. Samlet model efter stepvis logistisk regressionsanalyse

Variable OR
Kon 3.54
Kalium 5.07
CRP (per 50 mg/L) 1.66
NT-proBNP (per 50 pmol/L) 1.13

95% CI p-veerdi
1.21-10.38 0.02
1.87-13.75 0.001
1.12-2.45 0.01
1.05-1.21 0.0002

OR: odds ratio from logistic regression, CI: confidence interval, CRP: C-reaktivt protein, NT-proBNP:

N-terminal pro B-type natriuretisk peptid

KON er kodet 0 for kvinder and 1 for mand, K er
kalium i mmol/L, CRP er i mg/L og NTproBNP er
i pmol/L.

Eksempel: Mandlig patient med K=5,2 mmol/L,
CRP=10 mgl/L og NT-proBNP=40 pmol/L:

e(—10,0404+L2643x1+1,6239x5,2+l],01[llx10+0,0024x4[l)

Py = 1 + (~10,0404+1,2643x1+1,6239x5,2+0,0101x10+0,0024x40) =047

Risikoen for at de indenfor 30 dage efter en hof-
tefraktur ville for denne patient veere 47% baseret
pé den logistiske regressionsanalyse af data i denne
afthandling.

Konklusioner og perspektiv

Afhandlingen demonstrerer, at specifikke biokemiske
markerer for almindelige komorbiditeter er relateret
til oget dedelighed hos hoftefrakturpatienter og at
flere af disse méske kan anvendes til at preediktere
mortaliteten hos patienter med en hoftefraktur. De
biokemiske markerer kan kombineres til en samlet
model, der kan bruges til at identificere patienter med
oget risiko for at do efter hoftefrakturen.

Hvorvidt de biokemiske ubalancer var til stede
forud for hoftefrakturen og dermed, til dels, var arsag
til traumet, eller om ubalancerne skyldes fysiologisk
stress som felge af hoftefrakturen, er fortsat uafkla-
ret. Fremtidige studier er nodvendige for at komme
dette naermere.

Afhandlingen har naturligvis sine begreensninger.
Den tid, der er gaet, fra patienterne er faldet, til de
er kommet ind pé hospitalet, og til de har faet taget
deres blodpreve, varierer naturligvis. Vi havde faet
mere klare resultater, hvis denne tid havde veaeret
ens for alle. Dette er dog naermest umuligt at gere i
praksis, da det, af naturlige drsager, er vidt forskel-

ligt, hvor lang tid der gar, for patienter indlegges
efter deres fraktur.

De forskellige registre er omfattende og indeholder
en masse nyttige oplysninger. Desveerre er der allige-
vel flere informationer, der ikke findes, som kunne
veere confounders, blandt andet patienternes ryge-og
alkoholvaner. Det har derfor ikke veret muligt at
justere for disse i vores beregninger.

Derudover er registrene ikke staerkere end den
information, der tastes ind i dem. Kvaliteten af data
afthenger af de personer, der rapporterer blandt
andet diagnosekoder og medicin opdateringer. Hertil
kommer, at det kun er diagnoser i forbindelse med
hospitalskontakter, der registreres. Man kan derfor
spekulere i, om vi overser nogle patienter, nar vi
undersggere for komorbiditeter, safremt disse kun
behandles i den primere sektor. Dog er mange af
diagnoserne, der anvendes i dette studie og til bereg-
ning af CCI af sddan en sveerhedsgrad, at man mé
forvente lpbende kontakt til hospitalet. Det kan dog
ikke garanteres. I s& fald vil vi have underestimeret
forekomsten af komorbiditeterne.

Slutteligt er det vaerd at naevne, at det ville have
veeret ideelt med information om patienternes dedsar-
sag. Desverre er dodsarsagsregisteret i Danmark ikke
af god nok kvalitet, til at lave disse beregninger. Det er
de feerreste patienter, der bliver obduceret og dedsar-
sagen, der bliver registreret pa sygehusene, er derfor
mere et kvalificeret bud end den reelle sandhed.
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A comprehensive, multidisciplinary
workflow solution

siemens-healthineers.com

SARS-CoV-2 Total Assay

The SARS-CoV-2 Total (COV2T) Assay detects
both IgM and longer-lasting IgG antibodies
with high sensitivity for recent and prior
infection. COV2T specifically detects anti-
bodies that recognize the part of the virus,
called the receptor binding domain (RBD),
that binds to the host human cell.

SARS-CoV-2 IlgG Assay

With recovery, IgM antibodies disappear
while 1gG to SARS-CoV-2 antibodies
remain for a period of time. The
SARS-CoV-2 IgG (COV2G) Assay specifically
identifies 1gG to the RBD, and may indicate
some level of protection. Antibodies to the
RBD are a focus of several vaccines in
development. Should these vaccines prove
efficacious, testing for the RBD IgG could
help identify those who have antibodies
from a recovered infection versus those
likely to more immediately benefit from
vaccination.

The coronavirus (SARS-CoV-2) pan-
demic continues to confront health-
care professionals around the world
with unprecedented clinical and op-
erational challenges. To effectively
diagnose and treat the many clinical
complications that often accompany
a COVID-19 diagnosis, labs need a
comprehensive workflow solution to
optimize testing for the detection,
prognosis, treatment, and follow-up
of COVID-19 patients.
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