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Uvodnik

Katarina Trebusak Podkraijsek

Glavna in odgovorna urednica

Foto: Tomaz Marinsek

Spostovane kolegice in kolegi, spostovane bralke in bralci!

Revija Laboratorijska medicina je v letosnjem letu doZivela preobrazbo.
Sedaj ima razsirjen uredniski odbor in recenzentsko politiko. Vse z na-
menom podajanja strokovnega napredka in novih znanj s podrocja la-
boratorijske medicine na ¢im vigji ravni. Tokrat vam prvic predstavlja-
mo tudi novo rubriko z naslovom Laboratorijska medicina skozi oci...
Pogosto je namrec ravno drugacen pogled na znano problematiko tisti,
ki nam pomaga prepoznati podrocja, ki so lahko nas ponos in nasa moc.
Pa tudi tista podrocja, ki so nasa sibkost. Tokrat nam bosta k samore-
fleksiji pomagala pogleda na laboratorijsko medicino skozi oci studentke
laboratorijske biomedicine in skozi oci izkusenega strokovnjaka in pro-
fesorja.

Laboratorijska medicina je izredno dinamicno podrocje. Zato je za stro-
kovnjaka na tem podrocju kljucno, da se zaveda pomena stalnega izo-
brazevanja in izpopolnjevanja. Zelim si, da bi ravno na tem podrocju
revija Laboratorijska medicina nasla svoje mesto. Zato je cilj, da je revija
a) odprta do vseh podrocij laboratorijske medicine, b) vkljucevalna za vse,
ki delujejo na podrocju, pa naj bodo to zZe uveljavijeni strokovnjaki ali pa
studenti, ¢) aktualna kar se tice obravnavanih tem ter d) prilagodljiva
kar se tice bralstva. In prav zato bomo veseli vseh konstruktivnih kritik
in komentarjev.

Tokrat vam v branje ponujamo prispevke, ki se vecinoma navezujejo
na predavanja na preteklih strokovnih srecanjih SZKKLM. Za nekatere
izmed teh predavanj so na voljo razsirjeni povzetki na koncu revije.

Zelim vam prijetno branje tretje stevilke Laboratorijske medicine!

Katarina Trebusak Podkrajsek
Glavna in odgovorna urednica Laboratorijske medicine
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Laboratorijska medicina skozi oci
strokovnjaka in univerzitetnega
profesorja za podrocje klini¢ne biokemije
in laboratorijske biomedicine

vevl2
Borut Bozi¢

"Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Katedra za klinigno biokemijo, Laboratorij za molekularno diagnostiko
? Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, SPS Interna klinika, KO za revmatologijo, Laboratorij za imunologijo revmatizma

Pojem laboratorijska medicina (1) je danes uveljavljen tako v
Sloveniji kot v Evropi. Ni pa samoumeven in je bil delezen
precej razprav v §irsi zdravstveni stroki, pri cemer sem tudi
sam zelo aktivno sodeloval (2). Pravzaprav je bil utemeljen
pri nas Sele s sprejetjem Pravilnika o pogojih, ki jih mora-
jo izpolnjevati laboratoriji za izvajanje preiskav s podroc-
ja laboratorijske medicine, leta 2004 (3). Znotraj stroke je
bil pojem sicer sprejet ze prej, v ¢asu priprave izhodis¢ in
nato samega pravilnika v predhodnih letih, vendar je be-
sedilo pravilnika ¢akalo na ustrezen trenutek, ki je spod-
budil ministrstvo, da ga potrdi. Zal je bil to dogodek, ki je
pokazal, da ob vsej zavzetosti ni bilo ustreznih kontrolnih
mehanizmov pri nekaterih odstopanjih od pricakovane ka-
kovosti. Kakovosti, ki je v laboratorijski medicini oprede-
ljena kot pravi izvid za pravega pacienta, s pravimi rezul-
tati, z ustreznimi komentarji/referenénimi vrednostmi in
to v pravem casu. Obdobje je bilo znacilno po veliki sto-
pnji nepoznavanja med posameznimi laboratorijskimi spe-
cialnostmi, pa tudi nezaupanja. Tako delovna skupina, ki
jo je imenovalo Ministrstvo za zdravje, ni delovala v okvi-
ru nobenega strokovnega zdruzenja (drustva ali zbornice),
naslanjala se je na razsirjene strokovne kolegije. Slednji so
odigrali izjemno pomembno vlogo tako pri neposrednih
medsebojnih pogajanjih in usklajevanju kakor tudi pri im-
plementaciji pravilnika skozi koordinacijsko skupino pri
Ministrstvu za zdravije.

To obdobje je bilo znacilno po moc¢ni zavzetosti, da na-
redimo nekaj dobrega za stroko. Tako smo iskali skupna
sticis¢a, ugotavljali prekrivanja delovanja, soocali razlic-
na razumevanja pristopov med specialnostmi in znotraj
njih. Pri tem nam je v fazi ze postavljenega okvira pravil-
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nika zelo pomagala prva delovna verzija standarda ISO
15.189 (4), na katero smo oprli kon¢ne verzije pravilnika.
Pomembna je bila strokovna odlocitev, da posameznih
strok ne opredeljujemo z definicijami posameznega pod-
rocja, saj so bile preve¢ nedorecene in presiroke za razme-
jevanje. Tako smo se naslonili na obstojece specializacije
n kot odgovorne nosilce sprejeli specialiste ustrezne labo-
ratorijske specializacije. Nekateri programi specializacij
so bili jasno laboratorijski, nekateri klini¢ni s pomembno
laboratorijsko noto: medicinska biokemija, klini¢na/medi-
cinska mikrobiologija, laboratorijski del transfuzijske me-
dicine, pa tudi laboratorijski del patologije. Slednja je bila
takrat v nekaterih vidikih tudi skozi regulativo lo¢ena na
citopatologijo in histopatologijo. Sodna medicina je bila
na razpotju, kateri model se bo uveljavil v sirSem prosto-
ru, zato v zacetni fazi ni bila vklju¢ena v sam pravilnik. Je
pa razvoj v nadaljevanju pokazal, da je pravilnik ustrezen
okvir tudi za sodno medicino, kot je zdaj organizirana v
Evropi, zato je ta specialnost zdaj vkljucena v pravilnik.

Nevezano na to je potekalo tudi oblikovanje in pogajanje za
orientacijske poklice v sistemu plac javnega sektorja. Muko-
ma smo preko Zbornice laboratorijske medicine Slovenije

(ZLMS) in Sindikata laboratorijske medicine Slovenije (Sil-
mes) ob pomoci strokovnih zdruzenj, predvsem Slovenske-
ga zdruzenja za klini¢no kemijo (danes SZKKLM) spravi-
li tudi celotno vertikalo laboratorijskih delaveev. Se posebej

pomembna je bila uveljavitev specialista medicinske bioke-
mije na zahtevnosti delovnega mesta VIII in IX in pa in-
zenirja laboratorijske medicine (zahtevnost VII/1), ki ima

celo monopolen polozaj pri zaposlitvi. Brez prepoznavnih

delovnih mest ni ljudi in brez ljudi ni prepoznavne stroke.



Seveda med posameznimi podrocji znotraj laboratorijske
medicine ni ostrih meja. Tako smo ugotavljali ze takrat in
tudi danes vidimo prekrivanja, na primer pri imunologiji.
Tu ne mislim na zargonski izraz, ki je uporabljen za imu-
nokemijske metode, ampak na dejansko izvajanje preiskav
s podro¢ja ugotavljanja imunskega statusa preiskovanca. S
takim prekrivanjem ni ni¢ narobe in ni sporno — imamo
pac dva ali celo ve¢ specialistov, ki so pristojni za iste prei-
skave. Ob tem je bilo jasno stalisce stroke in zdravstvene po-
litike, da z obstojecimi specializacijami pokrivamo celotno
podrocje laboratorijske medicine, in da se torej noben labo-
ratoryj ali izvajalec ne more sklicevati, da zanj ni prostora
v pravilniku, in da se mu zato pravil ni treba drzati. Neka-
tera podrocja so bila mocneje zajeta, nekatera manj, ven-
dar so bila zajeta vsa. Se najmanj pravzaprav laboratorijski
del preiskav in dela na podrocju oploditve z biomedicinsko
pomocjo. Mnogo energije in usklajevanja je bilo osredoto-
¢enega na oblikovanje samostojne specializacije za biologe,
ki pretezno opravljajo to delo, vendar do realizacije ni pris-
lo. Po drugt strani se je oblikovala laboratorijska medicin-
ska genetika in dopolnjuje nekoliko slabso pokritost podroc-
ja skozi druge specializacije, ki imajo genetiko v programu:
medicinska biokemija, transfuzijska medicina, patologija, ...
Tako je treba razumeti genetiko podobno kot imunologijo
— imamo vec¢ specialistov, ki so pristojni za podobne, v ne-
katerih primerih celo za iste preiskave. To je razvidno tudi
iz primerjav specialisticnih programov na evropski ravni
— evropska specializacija laboratorijske medicine v okviru
Evropske zveze za klini¢no kemijo in laboratorijsko medici-
no EFML (5) ali zdravniske specializacije Evropskega zdru-
zenja medicinskih specialistov UEMS (6).

Ce hotemo vedeti, kam gremo, moramo vedeti, od kod pri-
hajamo. Tako je moj pogled na stroko danes moc¢no pod-
prt s potjo, ki smo jo v zelo raznoliki laboratorijski medici-
ni opravili v zadnjih tridesetih letih, da smo danes tu, kjer
smo. To pa nam daje tudi smer, kam moramo. Pravilnik
nam namrec¢ ni bil vsiljen, pravilnik smo si v stroki izborili
kot orodje za zagotavljanje varnosti pacientov in kot orodje
strokovne varnosti laboratorijskih strokovnjakov. V ze tret-
jem krogu presoj laboratorijev od njegove implementacije
se je pokazal izjemen napredek, ki so mu botrovale aktiv-
nosti ob pripraviin z uporabo pravilnika. To ne pomeni, da
ga ni mogoce spreminjati, moramo pa imeti v mislih celot-
no sliko laboratorijske medicine. Laboratorijske medicine,
ki je zelo heterogena v kadrih, pristopih, preiskavah, celo v
interesih. Pa vendar laboratorijske medicine, ki ji je skupno
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Borut Bofzié je redni profesor za podroéje Kliniéne bioke-
mije in laboratorijske biomedicine na Fakulteti za farmaci-
jo (FFA) Univerze v Ljubljani (UL). Strokovno in raziskoval-
no deluje tudi v Laboratoriju za imunologijo revmatizma
na Kliniénem oddelku za revmatologijo Univerzitetnega
kliniénega centra v Ljubljani, dodatno se je izpopolnje-
val in gostoval na razliénih tujih ustanovah v ZDA, UK,
Neméiji, Rusiji, Izraelu, na Hrvaskem. Je specialist me-
dicinske biokemije z mednarodno priznanim nazivom
evropski specialist laboratorijske medicine in presojeva-
lec medicinskih laboratorijev pri Slovenskem institutu za
kakovost in meroslovje.

Opravlja ali je opravljal vrsto vidnih funkcij in zadolzi-
tev na strokovnem in pedagoskem podrogju, med dru-
gim je bil predsednik upravnega odbora Univerze (2017
-2021), dekan FFA in &lan senata UL (2011-2017), ¢lan
koordinacijske skupine pri Ministrstvu za zdravje (MZ)
za implementacijo pravilnika o laboratorijski medici-
ni (2008-2017), prodekan za $tudijsko podroéje FFA
(2007-2011), €lan izvrsilnega odbora Slovenskega zdru-
Zenja za klini¢no kemijo (2007 - 2011), koordinator za
implementacijo bolonjskih programov laboratorijske me-
dicine na FFA (2005 - 2009), predsednik delovne sku-
pine MZ za pripravo vsebin pravilnika o pogojih za
opravljanje laboratorijske medicine (2002-2004), pred-
sednik Zbornice laboratorijske medicine Slovenije (1996
-20006), ¢lan Republiskega strokovnega kolegija za la-
boratorijsko diagnostiko (1994-2021, podpredsednik
2004, predsednik 2005), in $tevilne druge. Od letos
je predstojnik Katedre za klini¢no biokemijo na UL FFA.

delo z bioloskimi vzorci (praviloma) cloveskega izvora z na-
menom ugotavljanja zdravstvenega stanja pacienta v najsir-
$em pomenu pojma — v preventivi, diagnostiki, spremljanju
bolezni, spremljanju in napovedovanju odziva na terapijo,
iskanju novih bioloskih oznacevalcev. Laboratorijska me-
dicina nikoli ni predstavljala samo izvajanja preiskav, am-
pak je obsegala in $e vedno bolj obsega tudi ovrednotenje
in pretvorbo (interpretacijo) rezultatov v izvid, svetovanje,
znanstveno raziskovanje in izobrazevanje (na srednji, do-
diplomski in podiplomski stopnji ter kontinuirano poklic-
no usposabljanje in vsezivljenjsko ucenje). Ob tem pa pre-
nos dobrih praks med posameznimi ozjimi specialnostmi.
Za vse to pa so kljub izjemnemu napredku tehnologije po-
membni ljudje — [judje, ki jim ni vseeno.  »
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Laboratorijska medicina skozi oci
Studentke laboratorijske biomedicine

Spela Lavri¢

»Kaj pa ti studiras?« je vprasanje, ki ga studentje slisimo
skoraj tako pogosto, kot v zadnjem ¢asu preberemo stavek
»predavanje bo potekalo prek spleta«. Ko sama povem, da
studiram laboratorijsko biomedicino, v odgovor velikokrat
dobim presenecen pogled sogovornika, ki mi da vedeti, da
za ta program skoraj zagotovo slisi prvic¢. Zdi se, da je stu-
dij laboratorijske biomedicine $irsi javnosti $e vedno pre-
malo poznan, kar je po mojem mnenju neznanska skoda,
saj gre za izjemno interdisciplinaren in zanimiv $tudij, ki
predvsem nam, mladim, ponuja izjemne moznosti in pri-
loznosti v nadaljnjem kariernem razvoju.

Kaj pocnemo studentje laboratorijske biomedicine? Na ka-
ter1 fakulteti Studiramo in s ¢im se pri svojem studiju pogos-
to srecujemo? Kje se lahko zaposlimo? Vse to so vprasanja,
s katerimi se studentje pogosto srecujemo in nas postavi-
jo pred dejstvo, da smo bistveno manj poznani kot na pri-
mer nasi prijatelji, ki studirajo biologijo, ekonomijo, pravo
ali kemijo. Ko sem sama pricela s studijem, me je izjemno
presenctilo, kako malo Jjudi ta studij dejansko pozna ozi-
roma dejansko ve, kaj po¢nemo in na katerith podroc¢jih
bomo delovali po koncanem studiju. Kako si zelim, da bi
vec¢ Jjudi dejansko vedelo, koliko razlicnih podrocij se Stu-
dentje laboratorijske biomedicine dotaknemo med samim
studijem! Od brucev, ki se spopadajo z matematiko, fiziko,
analizno kemijo in celicno biologijo, zrastemo v inzenirje
in magistre, ki znajo kriticno razmisljati, samostojno de-
lovati v laboratoriju ter obvladajo osnove klini¢ne kemi-
je. Ceprav tudij ni najbolj enostaven in zahteva nekaj vec
vlozenega dela, se trud zagotovo izplac¢a. Sama pa menim,
da nam poleg obcasno zahtevne in obsezne snovi pregla-
vice povzroca tudi Studijska literatura, pri kateri pogosto
nimamo strnjenih informacij na enem mestu. »Ne ucite se
zgolj 1z zapiskov,« so pogoste besede profesorjev, a velikok-
rat druge izbire na zalost nimamo. Ker je $tudij sam po
sebi razmeroma nov, zelo primanjkuje primernih ucbeni-
kov, ki bi pregledno povzeli vsebino predavanj. Menim, da
bi se vsi moji kolegi veliko raje ucili iz knjig, kot da se bori-
jo z zapiski profesorjev, pri katerih preproste stavke skusa-

Spela Lavri¢ je $tudentka 3. letnika Laboratorijske bi-
omedicine na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljo-
ni. Aktivno se zavzema za $irSo promocijo studijskega
programa Laboratorijska biomedicina in Sirjenje zna-
nja o aktualnih temah s podro¢ja laboratorijske medici-
ne. Je vodja projektov $tudentov Laboratorijske biome-
dicine v sklopu Drustva $tudentov farmacije Slovenije
(DSFS) in je pobudnica vkljuéevanja Slovenskega zdru-
Zenja za kliniéno biokemijo in laboratorijsko medicino
v njihove aktivnosti.

jo postaviti v primeren kontekst. Po drugi strani pa lahko
studentje laboratorijske biomedicine ogromno znanja pri-
dobimo med samimi predavaniji, ki so izjemno zanimiva
in kakovostna. Imeti priloznost poslusati toliko razlicnih
strokovnjakov na svojem podrocju je izjemna priloznost,
ki jo Studentje (po mojem mnenju) med samimi predavanji
premalokrat izkoristimo. Med tem, ko poslusam pritoze-
vanje Studentov nad profesorji in nekoristnostjo predavanj
na drugih fakultetah, se sama s tem ne morem poistovetiti.
Lahko recem, da od vecine predavanj odnesem ogromno
novega znanja in informacij, ki mi priblizajo se tako kom-
pleksno in na prvi pogled nerazumljivo snov.

Tako kot vsak, ki je kaj prestopil prag univerze, imamo tudi
studentje laboratorijske biomedicine v ¢asu Studija Stevilne
vzpone in padce. Od zacetnega optimizma, zagnanosti in
stavka »obiskoval bom prav vsa predavanja«, do pritoze-
vanja nad dolzino predavanj, obsega snovi in ob¢asne ne-
jevolje nad neprestanim, pogosto hekticnim prehajanjem
med razlicnimi fakultetami ljubljanske univerze, kjer po-
tekajo predavanja. Pa seveda nejevolja nad popoldanskimi
termini vaj, ki se ti na zacetku zdijo neznansko dolge, pro-
t1 koncu Studija pa ugotovis, da bi ti kaksna laboratorijska
vaja ve¢ prisla e kako prav. Diploma se bliza s svetlobno
hitrostjo in kar naenkrat se zacnes zavedati, da bos kma-
lu i tisti, ki mu bodo znanci, prijatelji in sodelavei zastav-
ljali vprasanja, povezana s tvojim podrocjem. Tako st pos-

»
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tavljen pred dejstvo, da si spostovanje in avtoriteto v svoji
stroki med drugim pridobis tudi tako, da na ta vprasanja
poznas odgovore oziroma jih vsaj zna$ poiskati. Morda
pa neprestano ponavljanje profesorjev, ki ves ¢as poudar-
jajo pomen vsezivljenjskega ucenja in spremljanja razvoja
znanosti, le ni tako nekoristen nasvet. Zato je kljucno, da
ze kot studentje vstopimo v stik s stroko in prav tukaj je po
mojem mnenju $e veliko prostora za izboljsavo.

Sprasujem se, kdo je kriv, da smo $tudentje laboratorijske
biomedicine tako malo znani, pa tudi premalo vkljuceni
v stroko? So to profesorji, studentje, ali pac¢ dejstvo, da gre
za razmeroma nov program, ki $ele pridobiva pomen in
prepoznavnost? Morda bi ve¢ja angaziranost studentov
pri vkljucevanju v stroko, komunikacijo s profesorji in or-
ganizacijo srecanj, bistveno bolj pripomogla k ugledu na-
Sega programa in mrezenju s strokovnjaki.

Po drugi strani pa bi lahko tudi strokovnjaki in profesorji,
ki delujejo na podrocju klini¢ne kemije in biokemije, sami
dali pobudo za sodelovanje. Morda bi nas $tudente lahko
povabili k soustvarjanju kaksnega projekta na katerem de-
lajo, k pomoci v raziskavah, pisanju poljudnih brosur in
letakov za paciente, nenazadnje tudi pomoc pri kaksnem,
za mnoge nehvaleznem delu, kot je urejanje dokumenta-
cije v laboratorijih, pregled reagentov in podobno. Ali pa
morda skupna organizacija strokovnih dogodkov, trenin-
gov mehkih ves$cin, »hitri zmenki« s strokovnjaki, nefor-
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malna druzenja, predstavitve laboratorijev v Sloveniji in
kariernih priloznosti na podrocju laboratorijske biomedi-
cine. Strokovnjaki bi lahko studentom predstavili svojo ka-
rierno pot in na ta nacin zagotovo poskrbeli za dvig $tudij-
ske motivacije pri studentih. Spominjam se, da smo imeli
v gimnaziji projekt Ucitelj za en dan, pri katerem smo lah-
ko v sodelovanju s profesorji izvedli ucno uro. Zakaj ne bi
skupaj organizirali projekta, prikaterem bi studentje za en
ali morda vec¢ dni obiskali izbrani laboratoryj in spremlja-
li delovni proces ali celo sodelovali v njem? Morda pa se
kdo navdusi nad specificnim podrocjem ali raziskovalnim
delom in se razvije v uglednega strokovnjaka! Prepricana
sem, da bi s taksnimi projekti pritegnili ogromno $tuden-
tov, ki si vsekakor zelimo bolj konkretnega sodelovanja s
strokovnjaki. Znano je, da je obcutek posameznikove sre-
Ce sorazmeren z obcutkom lastne koristnosti in pripadno-
sti skupnosti. Zato ne dvomom, da se studentje z veseljem
n zagnanostjo ne bi lotili skupnih projektov.

V predavalnicah Fakultete za farmacijo sedimo studentje,
ki nismo samo ime, priimek in vpisna Stevilka. Smo ose-
be z mnogimi talenti, kreativnostjo, zagnanostjo, voljo in
energijo in ne, ne cakamo samo na konec predavanj, ko
bomo s kolegi lahko odsli na kavo. Zelimo si povezano-
st1 in sodelovanja. In seveda potrditve, da smo kot bodoci
strokovnjaki kljucni in pomembni za razvoj stroke v pri-
hodnosti — kar Studentje laboratorijske biomedicine tudi
smo. Prihodnost nase stroke.
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POVZETEK

Ustrezen in pravocasen imunski odziv je kljucen za obram-
bo vsakega organizma pred patogeni, vkljucno z virusi. Pri
tem sodeluje veliko razli¢nih celi¢nih tipov, ki v ustreznih
stopnjah okuzbe opravljajo svoje specificno delovanje: pre-
poznavanje in procesiranje patogenih organizmov, zbira-
nje imunskih celic na mesto okuzbe, predstavljanje anti-
genov in prozenje adaptivnega imunskega odziva preko
prozenja limfocitov B in T, nastanek protiteles in vzposta-
vitev imunskega spomina. Vsi posamezni koraki so tesno
regulirani z medcelicno komunikacijo in pozitivnimi ter
negativnimi povratnimi zankami. Pri tem klju¢no vlogo
igra tudi vitamin D, katerega glavna naloga je uravnava-
nje intenzitete in trajanja imunskega odziva preko spod-
bujanja delovanja regulatornih celic T, ki umirjajo imun-
ski odziv in s tem preprecujejo pretirano aktivacijo, ki bi
imela negativne posledice za organizem.

Kljuéne besede: imunski odziv, virus, SARS-CoV-2,
covid-19; vitamin D
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ABSTRACT

An adequate and timely immune response 1s essential for
the protection from pathogens, including viruses. This in-
volves several different immune cell types, which exert their
specific roles in different stages of the infection: pathogen
recognition and antigen processing, recruitment of immu-
ne cells to the site of infection, presentation of antigens and
activation of the adaptive immune response through acti-
vation of B and T lymphocytes, production of antibodies
and establishment of the immunological memory. Each
step 1s highly regulated through cellular communication
and several positive and negative feedback loops. Vitamin
D plays a crucial part in this, since its main role is in regu-
lation of the intensity and duration of the immune respon-
se through stimulation of regulatory T cells, which pre-
vent excessive activation of the immune system and thus
negative consequences for the organism.

Key words: immune response, SARS-CoV-2, virus,
COVID-19, vitamin D
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Virusi so obligatni znotrajceli¢ni paraziti, ki za svoje pom-
nozevanje in $iritev potrebujejo gostiteljsko celico. Ta po
njihovih navodili izdela vse njihove gradnike, pomnozi
virusno dednino in sestavi nove infektivne virione, ki se
sprostijo iz celice in lahko okuzijo nove gostitelje. Virusi
so zaradi prilagoditve na gostitelja le redko smrtonosni,
do smrtonosnosti pa prihaja predvsem, ko virus presko-
¢i vrsto, npr. z zivali na ¢loveka (zoonoza), ali pa ko pride
do ve¢jih sprememb v virusnem dednem zapisu, s ¢imer
se lahko spremenita struktura in funkcija virusa. Virus-
ne okuzbe so seveda smrtne tudi v primeru, ko ima gosti-
telj oslabljen imunski sistem ali dolocene druge socasne
bolezni, ki jih virusna okuzba moc¢no poslabsa. Imunski
sistem je kljucen za obrambo pred virusi in vkljucuje vec
korakov, razli¢cnih imunskih in neimunskih celic ter dru-
gih komponent.

OKUZBA S SARS-COV-2

SARS-CoV-2 spada v druzino beta koronavirusov. Sesta-
vljen je iz dvoslojne lipidne membranske ovojnice, v kate-
r1 se nahajajo virusni strukturni proteini E (envelope), M
(membranski glikoprotein) in S (spike protein), ki skrbi-
jo za stabilizacijo in integriteto virusne ovojnice, protein
Spa sodeluje tudi pri vezavi in vstopu virusa v nase celi-
ce. V notranjosti ovojnice je virusni genom, ki je enove-
rizna molekula RNA, obdana s proteinom N. Ta virusni
genom nost zapis za 6 odprtih bralnih okvirjev (ORF1a,
ORFlb, S, E, M, in N), v katerih so zapisani vsi struktur-
ni in pomozni proteini, ki jih virus potrebuje za okuzbo,
replikacijo in izogibanje nasemu imunskemu sistemu (4).
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Delovanje imunskega sistema je pod vplivom veliko okolj-
skih in genetskih dejavnikov. Genetski vplivi so vezani
predvsem na alelne razlicice, polimorfizme genov ter spol
osebe, ki klju¢no sodelujejo pri prepoznavanju ali odzivu
na virus (1). Okoljski dejavniki, ki vplivajo na nase splos-
no zdravje in imunski sistem, so predvsem prehrana, gi-
banje, kajenje, alkohol, stres in onesnazenost okolja (2),
mocan vpliv pa imajo tudi druge socasne bolezni in sta-
rost. Vec studjj je tudi pokazalo pozitivne vplive dodaja-
nja esencialnih prehranskih dopolnil, kot je npr. vitamin
D, na splosno zdravje in prebolevanje virusnih okuzb (3).

V tem preglednem clanku bova na kratko predstavili kom-
pleksno podrocje imunskega odziva na virusno okuzbo s
poudarkom na SARS-CoV-2 in genomske ucinke vitami-
na D v povezavi z imunostjo.

Virus v celico vstopi tako, da se s proteinom S veze na
membranski receptor angiotenzinsko konvertazo 2 (ACE2;
angiotensin-converting enzyme). Cepitev proteina S spe-
cificno celicno peptidazo TMPRSS?2 (angl. transmembra-
ne protease serine 2) pa omogoci fuzijo virusne in gosti-
teljske membrane ter s tem vstop virusne RNA v celico (5).
Ta RNA se nato prevede v mRNA za virusne strukturne
in pomozne proteine. Nastali proteini in nova genomska
RNA se v endoplazemskem retikulu in Golgijevem apa-
ratu gostiteljske celice sestavijo v virione, ki se z eksocito-
zo 1zlocijo 1z celice (6).

PREPOZNAVANIJE VIRUSA IN INTERFERONSKI ODZIV

Imunski odziv se zac¢ne z zaznavo prisotnosti virusa v go-
stiteljski celici ali tkivu. To se zgodi s pomocjo posebnih
receptorjev za prepoznavanje molekularnih vzorcev pa-
togenov (PRR; angl. pattern recognition receptors). To so
npr. tolicni receptorji (TLR; angl. Toll like receptors) 3, 7
in 8, ki se nahajajo v endosomih, ali pa MDAS (prepoz-
na dsRNA) ali RIG-I (prepozna 5' trifosfatni konec) re-
ceptorji, ki se nahajajo v citosolu gostiteljske celice. Viru-

se lahko prepoznajo tudi drugi receptorji, razlicen nabor
le-teh pa se nahaja v vseh nasih jedrnih celicah — skoraj
vse celice v organizmu lahko torej virus prepoznajo in se
nanj odzovejo (7, 8).

Ko se receptor PRR sprozi, se spodbudijo razlicne signalne

poti, ki vodijo v spremembo izrazanja okrog 90 razlicnih
genov, ki so potrebni za obrambo pred virusi. Vzpostavi
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se t. 1. protivirusno stanje; celica ze vnaprej pripravi orodja
in mehanizme, ki ji bodo omogocili u¢inkovit odziv, zaje-
zitev in odstranitev virusov (9). Okuzena celica zacne izlo-
Cati citokine, s katerimi opozori sosednje celice na priso-
tnost virusa in sprozi vzpostavitev protivirusnega stanja.
Med temi citokini igrajo klju¢no vlogo predvsem interfe-
roni, zato ta celoten mehanizem imenujemo interferonski
odziv, glede na to, v katerih celicah to prepoznavanje po-
tece, pa locimo interferonski odziv tipa I in tipa I1I (10).

Ce virus prepoznajo npr. celice pljuénega epitelija, sprozi-
jo interferonski odziv tipa III. Te celice izlo¢ajo IFNA, na
katere se lahko odzovejo le ostale epitelijske celice in nev-
trofilci (11). Ta odziv torej potece na lokalni ravni, na ni-
voju okuzenega epitelija, je $ibkejsi, z njim so lahko zame-
jene in odstranjene manj$e kolicine virusov, ne da bi pri
tem nastalo vnetje ali poskodbe tkiva (12).

Ce ta blagi interferonski odziv tipa III ne zadostuje za
omejitev in odstranitev virusne okuzbe in se virus $iri nap-
rej, to zaznajo tkivne imunske celice, ki namesto lokalne-
ga sprozijo sistemski interferonski odziv ali interferonski
odziv tipa I. Izlocati za¢nejo IFNa in IFN, kar na mesto
okuzbe privabi vecje Stevilo imunskih celic (npr. makrofa-
¢i, dendriticne celice, limfociti) in v celicah aktivira doda-
tne imunske funkeije. Tak imunski odziv je mocen in lah-
ko odstranti tudi ve¢je koli¢ine virusa, njegova slabost pa je
nastanck lokalnega vnetja in poskodb tkiva (10).

Klju¢no vlogo interferonskega odziva tipa I in III pri ob-
rambi pred covidom-19 in drugimi virusnimi okuzbami
poudarjajo tudi studije, ki so zmanjsano delovanje inter-
feronskega odziva, bodisi zaradi prirojenih mutacij ali av-
toprotiteles, povezale s slabsim potekom covida-19 (13, 14).

ANTIGEN PREDSTAVITVENE CELICE IN AKTIVACIJA

T-LIMFOCITOV

Antigen predstavitvene celice (APC) so most med priroje-
nim in pridobljenim imunskim odzivom. Kot APC lahko
delujejo vse celice, ki na svoji povrsini lahko izrazijo HLA
receptor (humani levkocitni antigen). Na HLA receptorje
se vezejo deli razgrajenega virusnega antigena, ki jih tako
lahko prepoznajo limfociti T, ki imajo za te dele specific-
ne T-celicne receptorje (TCR). Obstajata dva tipa recep-
torjev HLA, HLA tipa I in HLA tipa II, ki dajeta celici T
informacijo o »lokaciji najdbe« predstavljenega antigena.

Ce celice virusne antigene prepoznajo v svojem citosolu, te
proteine razgradijo v proteasomu, nastali deli antigena se
vezejo na HLA receptor tipa I in se izpostavijo na povr-
$ini celic. Predstavljanje na HLA tipa I za limfocit T po-
meni, da je celica, ki antigen predstavlja, okuzena, zato se
aktivirajo CD8+ citotoksicni limfociti T in v okuzeni ce-
lici sprozijo apoptozo (15). CD8+ celice predstavljajo ve-
¢inski delez provnetnih celic, ki se infiltrirajo v intersticij
okuzenih pljuc. Z odstranjevanjem okuzenih celic lahko
povzrocajo poskodbe tkiva (16).
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Dolocene celice, ki jih imenujemo tudi profesionalne APC,
pa lahko zaznajo, razgradijo in predstavijo tudi virusne an-
tigene, ki jih najdejo na svoji povrsini ali v zunajcelicnem
okolju. Take celice so dendriticne celice (DC), makrofa-
g1 in limfociti B. T1 endocitirani antigeni se razgradijo v
lizosomih 1in se vezejo na receptorje HLA tipa II. Recep-
tor HLA IT aktivira CD4+ celice T pomagalke, ki zacne-
jo izlocati velike koli¢ine citokinov, s katerimi spodbujajo
nastanck virusno specifi¢nih protiteles preko aktivacije ce-
lic B, zbiranje limfocitov v okuzeno tkivo in izlocanje ci-
tokinov (15). Njthovo pomanjkanje vodi v zapoznel imun-
ski odziv in s tem zapoznelo odstranitev virusa iz pljuc (17).
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Slika 1: Pregled glavnih korakov akfivacije imunskega odziva ob prisotnosti patogenega organizma. Prirejeno po (18).

Figure 1: Overview of the main steps of immune system response to the presence of pathogens. Adapted from (18).

AKTIVACIJA LIMFOCITOV B IN DOLGOROCNA IMUNOST

Nastanek virusno specificnih protiteles in spominskih lim-  celico T pomagalko, ki zac¢ne izlocati citokine, ki aktivira-
focitov B je kljucen za dolgorocno odpornost na dani vi-  jo celico B in povzrocijo njeno delitev v klonske hc¢erinske
rus. Celice B delujejo kot APC. Virusni antigen se s svo-  celice. Pod vplivom citokinov celic T se nato te hc¢erinske

jim epitopom veze na zanj specificen B-celi¢ni receptor  celice B diferencirajo bodisi v plazmatke, ki zacnejo v veli-
(BCR), kar sprozi njegov privzem, razgradnjo in predsta-  kih koli¢inah izlocati protitelesa z enako specificnostjo kot
vljanje na receptorju HLA tipa II, ki ga prepoznajo za ta ~ BCR te iste celice. Drug tip celice pa so spominske B-ce-
isti antigen specificne celice T in celici navzkrizno aktivi-  lice, ki so dolgozive celice, namenjene hitremu odzivu ob
rata druga drugo. Celica B preko receptorja HLA aktivira ~ ponovni okuzbi z istim patogenom (19, 20). »
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INTERFERENCA VIRUSA Z GOSTITELJEVIM IMUNSKIM

SISTEMOM

SARS-CoV-2, tako kot nekateri drugi respiratorni korona-
virusi, lahko moti potek gostiteljevega imunskega odziva.
Namen te motnje je zakasniti prepoznavanje in odstranje-
vanje virusa, s ¢imer ima virus ve¢ ¢asa za pomnozevanje
in Siritev. Motnje temeljijo na vezavi nekaterih virusnih
proteinov na dolocene gostiteljeve proteine, s ¢imer spre-
mentijo njthovo delovanje (8, 10, 21). To vodi v ojacenje ali
oslabitev signalnih poti, ki so klju¢ne za ustrezen imunski
odziv, predvsem interferonske poti (22); zmanjsa se izloca-
nje interferonov in drugih citokinov, slabsa je vzpostavitev
protivirusnega stanja, s tem pa tudi slabsa oz. neustrezna
aktivacija celic prirojenega in pridobljenega imunskega
sistema (7, 10).

Tej motnji imunskega odziva npr. pripisujejo pojav viso-
kovnetnega tipa makrofagov, ki izlocajo velike koli¢ine
provnetnih citokinov, kot so IL-6, IL-10 in TNFa. Virus
zmanj$a tudi izrazanje receptorjev HLA tipa I in II, kar
zavre T-celi¢ni imunski odziv (23). Za paciente s slabsim
potekom bolezni je znacilno tudi neravnovesje aktivacije
celic T pomagalk tipa 1 in tipa 2 (Thl/Th2) in hiperakti-
vacija patogenih limfocitov Thl, ki izlocajo velike koli¢ine
IFNy in GM-CSF. Vse to pa lahko vodi v pojav citokinske
nevihte v akutni fazi bolezni in mo¢nega poslabsanja sta-
nja bolnika. Motnje najverjetneje vplivajo tudi na netipi-
Cen nastanek protiteles in njihovo razmeroma kratko pri-

sotnost po okuzbi (7, 24, 25).

IMUNSKI SISTEM IN GENOMSKI UCINKI VITAMINA D V

POVEZAVI Z IMUNOSTJO

Vitamin D (la,25 dihidroksi vitamin D [1,25(OH),D], tudi
kalcitrol) uvrs¢amo med kalciotropne hormone, katerih
glavna naloga je vzdrzevati homeostazo kalcija v orga-
nizmu (26). Med najpomembnejse nekalciotropne ucinke
vitamina D se uvr§cajo njegovi imunomodulatorni ucin-
ki na imunske in epitelne celice. Ze pred 30 leti so namrec
dokazali, da pomanjkanje vitamina D in mutacije v re-
ceptorju za vitamin D (VDR) vodijo v neustrezen odziv
imunskega sistema, predvsem pri boleznih dihal, kot so
kroni¢na obstruktivna pljucna bolezen (KOPB), astma in
tudi pri okuzbah zgornjih dihalnih poti (27). Na splosno
vitamin D v prvi vrsti sodeluje pri jacanju negativnih po-
vratnih zank imunskega odziva ter zavira izlocanje prov-
netnih in spodbuja izlocanje protivnetnih citokinov. S tem
imunski in vnetni odziv umirja ter ga vzdrzuje znotraj fi-
zioloskih ravni.

Neaktivno obliko vitamina D vnasamo v telo s hrano ali pa
nastaja v kozi pod vplivom UV zarkov. Bioaktivacija pote-
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ka v dveh stopnjah; najprej v jetrih pod vplivom citokroma
P450 25-hidroksilaze (CYP27A1), kjer nastane cirkulirajo-
¢a oblika 25-hidroksivitamin D [25(OH)D], nato pa obi-
¢ajno v ledvicah pod vplivom la-hidroksilaze (CYP27B1)
nastane biolosko aktivna oblika kalcitriol ali 1,25(OH),D.
Ta oblika vitamina D lahko nastane tudi zunaj ledvic, v
preko 30 razli¢nih telesnih celicah, vklju¢no z imunskimi.
Slednje po eni strani sintetizirajo 1,25(OH),D iz plazem-
skega 25(OH)D, po drugi strani pa previsoke koncentracije
1,25(0OH),D inaktivirajo v 1,25,24(OH);D s pomocjo enci-
ma 24-hidroskilaza (CYP24Al). Ta presnovek zavira de-
lovanje CYP27BI in tako zmanjsa nastajanje 1,25(OH),D
(slika 2). Na ta nacin lahko imunske celice same uravnava-
jo (avtoregulirajo) raven 1,25(OH),D, vendar je ta e ved-
no odvisna od dostopne kolicine plazemskega 25(OH)D oz.
od ustreznega vnosa vitamina D v telo (28).
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GENOMSKI IN NEGENOMSKI UCINKI VITAMINA D

Vitamin D ucinkuje v tar¢nih celicah preko vezave na VDR.
Ta se nahaja bodisi v jedru tar¢nih celic in posreduje genom-
ske uc¢inke vitamina D, in/ali na membrani tar¢ne celice in
posreduje negenomske ucinke vitamina D (slika 2). Veci-
no svojih u¢inkov 1,25(OH),D opravi na genomski nacin.
VDR se v jedru nahaja v obliki heterodimera z retinoidnim
receptorjem (RXR) in je vezan na posebna zaporedja nu-
kleotidov v DNA, ki jih imenujemo »na vitamin D odzivni
elementi« ali VDRE. Ti lezijo v promotorjih vseh tarcnih
genov za vitamin D. Vezava 1,25(0OH),D na VDR povzroci
konformacijsko spremembo heterodimera VDR-RXR, kar
omogoci vezavo drugih dejavnikov, ki so potrebni za spre-
membo tar¢nih genov. Teh je preko 500, med njimi tudi

1,25(0H),D

Ne-genomski
ucinki / \

nekatere kinaze, citokini, interlevkini ter drugi proteini, ki

neposredno ali posredno uravnavajo delitev in diferencia-
cijo celic ter imunski odziv. Manjsi delez svojih u¢inkov pa

1,25(OH),D posreduje na negenomski nacin. Po vezavi na

membranski receptor VDR se znotrajceli¢ni prenos signa-
lov zac¢ne z aktivacijo proteina G in PIP (fosfatidil inozitol

(3, 4, 5)-trifosfat) signalne poti ter se nadaljuje z vstopom
Ca” ionov v taréno celico in kaskadno aktivacijo kinaz C.

Kon¢ni rezultat je povecano izrazanje dolocenih genov (sli-
ka 2). Znacilnost tega delovanja vitamina D je, da gre za hi-
tre u¢inke na tar¢ne celice, npr. hitra absorpcija Ca”" ionov
v tankem crevesju (29).
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CYP24A1 (neaktivna oblika)
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Slika 2: Genomski, negenomski uinki in avtokrino uravnavanje ravni 1,25(OH)2D v taréni celici. MAP - z mitogeni aktiviran protein; PIP3 - fosfatidil inozitol (3,
4, 5)-rifosfat; RAF - protoonkogen serin/treonin proteinska kinaza; RXR - refinoidni receptor; VDRE - vitamin D odzivni element. Prirejeno po (28).

Figure 2: Genomic, non-genomic effects and autocrine regulation of 1,25(OH)2D concentration in target cells. MAP - mitogen-activated protein; PIP3 -
phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate; RAF - proto-oncogene serine/threonine protein kinase; RXR - retinoid X receptor; VDRE - vitamin D response
elements. Adapted from (28).
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DELOVANJE VITAMINA D NA IMUNSKE CELICE

Izrazanje VDR in s tem odzivnost celic na vitamin D so
dokazali v DC, makrofagih ter na limfocitih T. V makro-
fagih zmanjsuje izlo¢anje provnetnih citokinov in povecuje
sintezo protimikrobnih proteinov (katelicidin, defenzin). S
tem vpliva na dozorevanje DC, aktivacijo makrofagov in
odgovor celic T preko regulacije njihove priprave in akti-
vacije v prid vnetnemu odzivu tipa IT in nastanku regula-
tornih T-celic (Treg). Makrofagi in DC sami pretvarjajo

Cirkulirajoci
25(0OH)D

IFNy /TLR
autokrini ucinek

¥ TNFa / IL-1/IL-6 / IL-23

neaktivno obliko vitamina D 25(OH)D v 1,25(OH),D (ek-
strarenalna sinteza kalcitriola, slika 2), limfociti T' pa mo-
rajo 1z plazme prevzeti ze aktivirano obliko 1,25(0OH),D,
saj je ne morejo sintetizirati sami (slika 3). V vseh omenje-
nih celicah imunskega sistema gre vecinoma za genom-
ske ucinke vitamina D na osnovi avtokrinega, parakri-
nega ali endokrinega uravnavanja ravni 1,25(OH),D v
tarcnih celicah (27).

Cirkulirajodi
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endokrini uéinek

Lokalni
1,25(OH),D
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¥ TLR 2/4/9 ¥ delitev Th1 celic
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¥ predstavljanje antigenov 4 IL-10 ¥ IFNy / IL-2 / IL-17
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Modulacija vnetnega in
prirojenega imunskega
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Slika 3: Presnova vitamina D in njegov vpliv na funkcijo imunskih celic. IL - interlevkini, IFN=y - interferon y, TGF-B - tumorski rastni faktor B, TLR - toli&ni
receptor, TNFo, - tumorski nekrozni faktor o, VDR - receptor vitamina D. Prirejeno po (28).

Figure 3: Vitamin D metabolism and its effects on immune cell function. IL - interleukin, INF-y - interferon-y, TGF-B - transforming growth factor-f, TLR - tollike
receptor, TNFa - tumor necrosis factor @, VDR - vitamin D receptor. Adapted from (28).

Ucinki na makrofage

Vitamin D spodbuja prirojene imunske funkcije makrofa-
gov in monocitov, povecuje njihovo sposobnost fagocitoze,
dviguje izrazanje membranskega manoznega receptorja

(CD206) in DC-SIGN (CD209), spodbuja diferenciacijo
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makrofagov M2 ter s tem izloc¢anje protivnetnih citoki-
nov, kot je IL-10. Vitamin D neposredno regulira citokine,
ki so odvisni od aktivnosti jedrnega faktorja kB (NF-kB),
tako da zavre aktivacijo p65 NF-kB, s tem pa posredno
zmanjsa izlocanje citokinov ob prepoznavanju virusov z



receptorji TLR. Ob tem vitamin D zmanjsa nastajanje
provnetnih citokinov TNFa, IL-2, -6 in -23 ter vzpodbuja
sintezo protimikrobnih peptidov, kot so katelicidini (LL-
37) in defenzini B4 (30). Makrofagi vitamin D uporablja-
jo tudi za negativno regulacijo lastne aktivacije. Pokazali
so, da z IFN-y aktivirani makrofagi povecajo sintezo vi-
tamina D, s ¢imer selektivno zavrejo nekatere svoje prov-
netne funkcije, kot so oksidativni izbruh in ekspresija do-
loc¢enih citokinov (31).

Ucinki vitamina D na dendriticne
celice

Vitamin D zavira dozorevanje DC preko zaviranja izra-
zanja membranskih markerjev HLA-DR, DC14, CD40,
CD80, CD83 in CD86, s cimer zmanjsa tudi sposobnost
interakeije dendriti¢nih celic s celicami T (32). Hkrati de-
luje v sinergiji z ligandi receptorjev TLR in poveca izlo-
canje IL-8, IL-10 in IL-12, medtem ko zavira z LPS spro-
zeno izlocanje IL-12 in IL-23. Vitamin D torej lahko vodi
v nastanek tolerogenih DC (32). Te celice izrazajo manj
HLA in kostimulatornih molekul in imajo tako manjso
sposobnost aktivacije efektorskih T-celic, hkrati pa 1zlo-
¢ajo vec 1L-10 in lahko sprozijo nastanek regulatornih
T-celic (33). Povecano izlocanje IL-10 spodbuja tudi dife-
renciacijo Th2 limfocitov, kar e poveca izloc¢anje protiv-
netnih citokinov (34).

Udinki na limfocite T

1,25(0OH),D modulira tudi adaptivni T-celi¢ni odziv tako,
da zmanjsuje izlocanje provnetnih citokinov tipa 1 (IL-
12, IFNy, IL-6 in TNF0) in IL-7 ter poveca izlocanje pro-
tivnetnih citokinov tipa 2 (IL-4, I1L-5, IL-10). Preko po-
vecanja izlocanja IL-2 se poveca tudi delez regulatornih

SKLEP

Ustrezen in ucinkovit imunski odziv je kljucen za uspes-
no obrambo organizma pred virusi. Pri tem sodeluje ve-
liko celi¢nih tipov z razli¢nimi lastnostmi, ki z medse-
bojno komunikacijo svoje funkcije prilagajajo lastnostim
dane okuzbe. Pri tem igrajo pomembno vlogo tudi drugi
dejavniki, kot so splosno zdravstveno stanje, starost, spol
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T-celic (Treg), ki vzdrzujejo ravnovesje T-celicnega odzi-
va (Thl/Th2; Tcl/Tc2) in zmanjsajo nespecificno aktiva-
cijo T-celic. Podobno kot pri DC to vodi v nastanek tole-
rogenega adaptivnega imunskega odziva (32). Prisotnost
vitamina D tudi moc¢no zmanjsa nastanck CD8+ celic, ki
1zlocajo IL.-13 (34).

Vitamin D in covid-19

Veliko studijj je ze potrdilo povezavo med ravnijo vita-
mina D v krvi in resnostjo/smrtnostjo virusnih dihalnih
okuzb tako pri odraslih kot pri otrocih (35). Leta 2017 je
WHO tudi pozval k sistematiziranim studijam, ki b1 po-
magale oceniti, ali je aplikacija vitamina D za boljse de-
lovanje imunskega sistema smiselna ali ne. Podoben pozi-
tiven vpliv vitamina D na imunski odziv se nakazuje tudi
privirusnih okuzbah s SARS-CoV-2, ¢eprav natan¢ni me-
hanizmi $e vedno niso znani (35). V nekaj studijah vpliva
vitamina D niso dokazali (37, 38), vecina studij pa potr-
juje pozitiven vpliv vitamina D na ugodnejsi izid okuzbe
(35, 39—41). Studije za¢enjajo pomanjkanje vitamina D
navajati kot potencialni faktor tveganja (42), njegov upad
pa pogosto sovpada z drugimi dejavniki tveganja, kot so
starost, sladkorna bolezen tipa II, debelost in nekaterimi
drugimi soc¢asnimi boleznimi. Ljudje s pomanjkanjem vi-
tamina D [25(OH)D < 30 nmol/L] imajo vecjo verjetnost
da zboljo (43—45), mocnejse simptome (45—47) in vecjo
verjetnost za hospitalizacijo (44) ali celo smrt (48, 49). Ne-
davna klini¢na studija je tudi pokazala, da bi visoke kon-
centracije vitamina D lahko uporabljali kot terapijo pri
bolnikih s tezjim potekom covida-19 (50). Na podlagi teh
rezultatov je bilo zacetih ve¢ klini¢nih $tudyj, s katerimi
zelijo raziskati kavzalnost ter vpliv koncentracije in casa
administracije, znanstveno utemeljenih priporocil za co-
vid-19 pa $e ni (35, 41).

in prehrana. Tu ima pomembno vlogo tudi vitamin D, ki
sodeluje pri regulaciji imunskega odziva. To nakazuje, da
bi z ustreznim vnosom vitamina D in vzdrzevanjem do-
volj visoke koncentracije 25(OH)D v plazmi morda lah-
ko vplivali na dovzetnost in potek prebolevanja covida-19.
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POVZETEK

Laboratorijska medicina v pediatriji pokriva zelo siroko ob-
dobje vse od rojstva do adolescence. Zaradi hitre in intenziv-
ne rasti ter razvoja v tem obdobju je laboratorijska medicina
v pediatriji postavljena pred stevilne izzive. Pri pediatricnih
pacientih spremembe v rezultatih laboratorijskih testov ne od-
razajo samo bolezenskega stanja, ampak tudi spremembe v
rasti in razvoju preiskovanca. V preglednem clanku navaja-
mo najpogostejse 1zzive, s katerimi se srecujejo laboratorijski
delavci in zdravniki pri laboratorijski diagnostiki v pediatri-
i, od predanaliznih in analiznih dejavnikov do referencnih
vrednosti in preiskav, ki se izvajajo vec¢inoma le v pediatricni
diagnostiki. Pri laboratorijski diagnostiki v pediatriji je zato
potreben poseben pristop, ki uposteva razlike pri odvzemu
vzorcev, izvedbi laboratorijskih testov, interpretaciji le-teh in
drugacno pojavnost nekaterih bolezni v primerjavi z odra-
slo populacijo. Kljub stevilnim izzivom laboratoryska medi-
cina v pediatriji pomembno prispeva k postavitvi diagnoze
in s tem boljsi obravnavi dojenckov, otrok in mladostnikov.
Za ¢im bolj kakovostno klini¢no obravnavo otrok pa je nujno
tesno sodelovanje med laboratorijskim osebjem in zdravniki.

Kljucne besede: laboratorijska medicina, pediatrija
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ABSTRACT

Pediatric laboratory medicine covers a very wide peri-
od from birth to adolescence. Due to rapid and intense
growth and development during this period, pediatric la-
boratory medicine faces many challenges. The differen-
ces in laboratory test results do not only reflect the chan-
ges associated with pathophysiological processes but also
mirror growth and development. In this review article, we
list the most common problems encountered by laboratory
workers and clinicians in pediatric laboratory diagnostics
from preanalytical and analytical factors to reference valu-
es and tests that are usually unique to pediatric diagnostics.
Itis important to be aware of a special approach in pedia-
tric medicine, as significant differences exist in sample co-
llection, test performance, test interpretation, and disease
frequencies. Despite many challenges, pediatric laborato-
ry medicine makes an important contribution to diagno-
sis and, consequently better treatment of infants, children,
and adolescents. Close collaboration between specialists
in laboratory medicine and clinicians is paramount to im-
prove health outcomes in this age group.

Key words: laboratory medicine, pediatrics



UuvoD

Laboratorijska diagnostika v pediatriji je postavljena pred

stevilne izzive, saj obsega siroko obdobje vse od rojstva do

adolescence (1). Takoj po rojstvu se zac¢ne prilagajanje no-
vorojencka na zivljenje izven maternice, kar vodi v spre-
membe Stevilnih laboratorijskih parametrov. Vecina or-
ganskih sistemov ob rojstvu je Se v razvoju, kar lahko vodi v
dihalno stisko (nerazvitost pljuc¢), motnje v ravnotezju vode

in elektrolitov (nerazvitost ledvic) ter zlatenico (nerazvitost
jeter). Zaradi krajse zivljenjske dobe eritrocitov, manjsega

1zlocanja bilirubina v ¢revo in nepopolne jetrne funkcije

(2) je pogost pojav v prvih dneh po rojstvu zlatenica zara-
di hiperbilirubinemije (3). Hitra rast v prvih letih zivlje-
nja in med puberteto se odraza v ciklicnih spremembah
oznacevalcev rasti skeletnega sistema, spolno dozoreva-
nje pa v velikih spremembabh izlocanja spolnih hormonov,
kar vodi v razvoj sekundarnih spolnih znakov in nenaza-
dnje v odraslost (3). Spremembe v rezultatih laboratorij-

Tabela 1: Izzivi v laboratorijski medicini v pediatrii

Table 1: Challenges in pediatrics laboratory medicine
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skih preiskav, za razliko od odrasle populacije, torej niso
le posledica patoloskih procesov, ampak tudi intenzivne-
ga razvoja in rasti. Zato je interpretacija rezultatov obi-
cajno zahtevnej$a in terja doloceno mero izkusenj. Poleg
tega poseben 1zziv predstavljajo bolezni, ki se pojavljajo
vecinoma ali izkljuéno samo v pediatri¢ni populaciji, npr.
genetske, imunske, infekeijske in endokrinoloske bolezni
(1). Laboratorijska diagnostika teh bolezni zahteva neka-
tere specificne metodoloske pristope, ki se zato bolj pogos-
to uporabljajo v pediatri¢nih laboratorijih. Ni¢ manj zah-
tevni nista tudi predanalizna in analizna faza, v katerih
se pojavljajo nekatere unikatne tezave, ki pri odraslih niso
prisotne (1, 4). Pregled nekaterih najpomembne;jsih izzivov
pediatricne laboratorijske diagnostike je zbran v Tabeli 1.
Podrobneje so opisani v nadaljevanju, skupaj s pristopi za
ucinkovito soocanje z njimi.

Odvzem vzorca

Postavitev meril za odvzem najmanj$ega moznega volumna vzorca in uporaba ustreznih
vsebnikov/zbirnikov. Ustrezno usposobljeno osebje za &m manj bole¢ in stresen odvzem.

Majhen volumen vzorca : .
maijhen mrtvi volumen.

Uporaba andlizatorjev, ki potrebujejo za analizo ¢&im manii volumen vzorca in imajo

Referenéne vrednosti

Kjer je le mogoge, uporaba referenénih vrednosti glede na starost. Uporaba podatkovnih
baz za postavitev referenénih vrednosti. Predvsem pri nedono3enckih je interpretacija
rezultatov $e posebno zahtevna, zato so potrebne ustrezne izkusnje.

Specifiéne in redke bolezni
v pediatriji

Vpeliava metod za diagnosticiranje bolezenskih stanj, ki se pojavljajo predvsem v
pediatriéni populaciji in postavitev diagnosti¢nih algoritmov.

Sodelovanije

Komunikacija med laboratorijskim osebjem in zdravniki je kljuéna za identifikacijo moznih
dejavnikov, ki vplivajo na rezultat laboratorijskega testa in pravilno interpretacijo rezultatov.
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PREDANALIZNI DEJAVNIKI

Dva od najpomembne;jsih predanaliznih dejavnikov v pe-
diatri¢ni laboratorijski diagnostiki sta starost pacienta in
odvzem vzorca (1). V primerjavi z odraslo populacijo je
odvzem vzorcev obicajno zahtevnejsi. Izbira mesta odvze-
ma krvi je odvisna od starosti pacienta, potrebnega volu-
mna vzorca ter vrste laboratorijskega testa. Za odvzeme
krvi pri dojenckih in otrocih je potrebna posebna usposo-
bljenost, da je odvzem ¢im manj bolec in se tako prepreci
morebitne poskodbe (5).

Kapilarna kri je primeren vzorec le za omejeno Stevilo pre-
iskav zaradi majhnega volumna ter mozne kontaminaci-
je s celicno in medceli¢no tekocino (6). Poleg tega se kon-
centracije nekaterih analitov razlikujejo med kapilarno in
vensko krvjo. Tako so na primer vrednosti glukoze, laktat
dehidrogenaze (LDH), aspartat aminotransferaze (AST),
hemoglobina, povprecnega volumna eritrocitov (MCV),
povprecnega volumna trombocitov (MPV), parcialnega
tlaka kisika (pO,) in nasicenosti krvi s kisikom (sO,) vis-
je, vrednosti kalcija, kalija, natrija, celokupnih proteinov,
parcialnega tlaka ogljikovega dioksida (pCOy), trombo-
citov in povprecne koncentracije hemoglobina v eritroci-
tih (MCHC) pa nizje v kapilarni krvi v primerjavi z ven-
sko (6). Ceprav se omenjene vrednosti znacilno razlikujejo
med vensko in kapilarno krvjo, obic¢ajno niso klini¢no po-
membne, saj so manjse od 5 %. Vseeno je pri podajanju
rezultatov iz kapilarne krvi potrebna pazljivost, saj so re-
feren¢ne vrednosti vecinoma podane za meritve v venski
krvi. Na izvidu je zato treba oznaciti, da gre za meritve
v kapilarni krvi. Ce bi lahko to vplivalo na interpretaci-
jo, je svetovan posvet z zdravnikom in po potrebi odvzem
venske krvi (6). Mesto odvzema kapilarne krvi je odvisno
od starosti in teze pacienta. Pri dojenckih do Sestega me-
seca starosti in teze od 3 do 10 kg je najprimernejse mes-
to odvzema kapilarne krvi medialni oz. lateralni del pete,
pri dojenckih, starih vec kot Sest mesecev in s tezo nad 10
kg paje mesto odvzema prst na roki (sredinec ali prstanec)
(5). V Sloveniji so ta priporocila zbrana v knjizici Priporo-
c¢eni postopek za odvzem kapilarne krvi, ki jo je izdalo Slo-
vensko zdruzenje za klinicno kemijo in laboratorijsko me-
dicino, in je bila pred kratkim revidirana (6).

Pri odvzemu venske krvi je treba posebno pozornost na-
meniti volumnu odvzete krvi. Pogosto se namrec zgodi, da
je celotni odvzeti volumen krvi glede na naroceno stevilo
preiskav vecji od potrebnega (7). Oblikovanje priporocil
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za odvzem optimalnega volumna krvi, v katerih je poleg
starosti in teze pacienta upostevano tudi stevilo narocenih
testov ter morebitne ponovitve meritev in redcitve, je zato
1zjemno pomembno (4). Pri dojenckih in majhnih otrocih,
$e posebej kriticno bolnih, lahko prevelik volumen odvze-
te krvi namrec vodi do iatrogene anemije (8), zaradi cesar
je lahko potrebna tudi transfuzija krvi (3). Najvecji dovo-
Jjeni volumen odvzete krvi je odvisen od celotnega volu-
mna krvi preiskovanca. Pri dojenckih do dveh mesecev je
najvecji dovoljeni odvzeti volumen na dan do 3 % celot-
nega volumna krvi, pri dojenckih, starejsih od dveh me-
secev pa ne vec kot 10 % (9). Priporocila veljajo za zdrave
otroke, pri bolnih je najvecji dovoljeni volumen $e manjsi.
Za odvzem manjsih volumnov krvi se obicajno uporablja-
jo mikroepruvete namesto standardnih za odvzem pri1 od-
raslih. S tem se 1zognemo nepopolnemu polnjenju in ne-
ustreznemu razmerju med krvjo in antikoagulantom, kar
lahko vodi v napacne rezultate analiz (npr. pri testih str-
jevanja krvi), hemolizo ali spremenjeno morfologijo ce-
lic (4). Ker imajo dojencki in otroci manjsi premer ven, za
odvzem uporabljamo tanjse igle, kar lahko vodi v hemo-
lizo in lazno hiperkaliemijo (3). Zaradi majhnega volu-
mna odvzetega vzorca je zelo pomembno, da preprecimo
izhlapevanje pred samo analizo, saj lahko Ze majhne ko-
licine izhlapele tekocine vodijo v velike spremembe v kon-
centraciji analita. Pri volumnu seruma 2 mL se koncen-
tracija v Stirth urah zaradi izhlapevanja poveca za 10 %,
medtem ko je pri volumnu 0,5 mL povecanje koncentra-
cije kar 50 % (10).

Pri dojenckih in majhnih otrocih, ki $e ne morejo nadzoro-
vano urinirati, je tezaven tudi odvzem urina. Za odvzem
uporabljamo posebne plasti¢ne vrecke s hipoalergenim ad-
hezivnim sredstvom, ki naj jih, ¢e je le mogoce, namesti
zdravstveni delavec, in sicer na dobro oc¢is¢eno in osuse-
no podrocje presredka okoli izvodil. Pri deklicah moramo
biti previdni, da obmocje rektuma ostane zunaj odprtine,
pri fantkih pa vrecko nataknemo na penis ter prilepimo
na presredek. Sterilne plasticne vrecke naj bodo prileplje-
ne najvec eno uro, ker se po tem ¢asu moc¢no poveca moz-
nost kontaminacije. Morebitno uriniranje preverjamo na
15 minut, po uriniranju vrecko ¢im prej odstranimo in
vzorec prelijjemo v urinski loncek (11).



ANALIZNI DEJAVNIKI

Najvecjo omejitev pri analiziranju pediatri¢nih vzorcev
pogosto predstavlja majhen volumen razpolozljivega vzor-
ca (4). To zahteva uporabo prilagojenih instrumentov, ki
zaizvedbo analize potrebujejo majhen volumen vzorca in
imajo ¢im manjsi mrtvi volumen. Prvo zahtevo analiza-
torji dandanes vec¢inoma izpolnjujejo, saj so potrebni vo-
lumni za analizo obic¢ajno zelo majhni. Vedji potrebni vo-
lumen in s tem tezavo predstavlja mrtvi volumen. Mrtvi
volumen je volumen, ki je potreben za normalno delovanje
instrumenta oz. volumen, pod katerim pipetiranje ni mo-
goce. Zavedati se je treba, da je velikost mrtvega volum-
na odvisna tudi od uporabljenih epruvet. Zazeleno je tudi,
da je metoda, ki se uporablja za analizo pediatri¢nih vzor-
cev, ¢im manj obcutljiva na hemolizo in hiperbilirubine-
mijo, ki sta pogosti interferenci pri pediatri¢nih vzorcih (1).

Ce je le mogoce, je v pediatriji bolj priporoc¢ljiva upora-
ba polne krvi kot seruma ali plazme. Hematokrit namrec
vpliva na koli¢ino seruma v vzorcu. Vecji kot je hematokrit,

REFERENCNE VREDNOSTI

Interpretacija rezultatov, skladna s starostjo pacienta, je pri
pediatri¢ni populaciji kljuc¢nega pomena, saj uporaba na-
pacnih referenc¢nih intervalov vodi v napacno ali poznejso
postavitev diagnoze, neoptimalno zdravljenje in povecanje
stroskov zaradi nepotrebnih dodatnih preiskav. Za vecino
analitov referencne vrednosti za odrasle niso primerne za
uporabo v pediatri¢ni populaciji (13). Referenc¢ne vrednos-
ti morajo namre¢ upostevati rast in razvoj organizma, vse-
eno pa sama kronoloska starost ni vedno najboljsa osnova
za interpretacijo rezultatov (1, 14), saj na interpretacijo vpli-
vajo tudi stevilni dejavniki, kot so prezgodnje dozorevanje,
spremembe v puberteti in nedonosenost (1), ki jih je treba
upostevati. Poleg tega je dolocitev posameznih podskupin
referencnih intervalov pogosto tezavna, zato so skupine (npr.
glede na starost) pogosto arbitrarno dolocene (4, 14). Tako
se lahko zgodi, da po rojstnem dnevu pacient pade v dru-
go referencno skupino in vrednosti, ki so bile prej patoloske,
postanejo normalne ali obratno. Najbolj tezavno skupino pri
postavitvi referenc¢nih vrednosti predstavljajo nedonosenc-
ki, pri katerih za postavitev referenc¢nih vrednosti se vedno
najveckrat uporabljamo obstojece podatke iz laboratorijske-
ga informacijskega sistema (13). Sodelovanje z zdravniki in
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vecji volumen vzorca je potreben za pridobitev zadostne-
ga volumna seruma. To je $e posebej pomembno pri nedo-
nosenckih in novorojenckih, ki imajo tudi do 70 % hema-
tokrita, medtem ko je vrednost hematokrita pri starejsih
otrocih in odraslih pod 50 %. Tudi plazma predstavlja le
okoli 4060 % polne krvi (3, 4).

Zaradi majhnega razpolozljivega volumna vzorca v pedi-
atri¢ni laboratorijski diagnostiki vedno vecjo veljavo pri-
dobiva tudi testiranje ob preiskovancu (POCT, angl. Po-
int of Care Testing) (1). Poleg tega je prednost POCT tudi,
da predpriprava vzorcev obic¢ajno ni potrebna, in da so re-
zultati analiz hitro dostopni, kar je $e posebej pomembno

pri kriti¢no bolnih pediatri¢nih pacientih (4, 12). Takoj-
sen rezultat pri uporabi testov POCT, ki vpliva na potek
zdravljenja, je tudi glavni razlog za njihovo uporabo. Ker
POCT testiranje izvaja vecinoma nelaboratorijsko osebje,
morajo biti testi enostavni za uporabo in robustni, da na

rezultat vpliva ¢im manj zunanjih motenj in vplivov (12).

opredelitev skladnosti interpretacije rezultatov s klini¢no
sliko sta zato klju¢nega pomena.

Poseben 1zziv predstavlja tudi sama postavitev referencnih
intervalov za pediatri¢no populacijo, saj je odvzem vzor-
cev zdravim nedonosenckom, dojenckom in otrokom etic-
no sporen (1). Kljub temu je bil v zadnjem desetletju nare-
jen velik napredek pri postavitvi referencnih vrednosti za
pediatricno populacijo, saj je bilo izpeljanih ve¢ prospek-
tivnih in retrospektivnih $tudij. Med najvecje spadajo ka-
nadski projekt CALIPER (Canadian Laboratory Initiative
on Pediatric Reference Intervals) (15), skandinavski pro-
jekt NORICHILD (16), nemski projekt KiGGS (the Ger-
man Health Interview and Examination Survey for Chil-
dren and Adolescents) (17) in ameriski projekt NCS (the
National Children’s Study) (18). Te studije so izjemnega
pomena, saj omogocajo laboratorijem, da pridobljene re-
feren¢ne vrednosti prenesejo v svoj laboratorij. Postavitev
referen¢nih vrednosti je namrec drag in dolgotrajen po-
stopek. Pri prenosu referen¢nih vrednosti predpostavlja-
mo, da so bile prvotne referencne vrednosti pridobljene z

ustrezno izvedeno preiskavo, pri samem prenosu pa je tre-  »
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ba upostevati, katera metoda je bila uporabljena za dolo-
citev referencnih vrednosti, in da sta populaciji pacientov
primerljivi. Ce ta dva pogoja nista izpolnjena, prenos ni
smiseln. Pomembno je, da laboratorij prenesene referenc-
ne vrednosti testira na manjsi skupini referenc¢nih posame-

znikov in s tem preveri uporabnost referencnih intervalov
na svoji populaciji (19). Referen¢ne vrednosti presnovkov
pri presejalnih testih so pogosto odvisne od genetske struk-
ture populacije, kar je zelo pomembno tudi pri prilagodi-
tvi referen¢nih vrednosti pri neonatalnem presejanju (20).

BOLEZNI V PEDIATRICNI POPULACUI

Pri zdravih novorojencih laboratorijska diagnostika obi-
cajno ni potrebna, velik pomen ima le presejala diagno-
stika, s katero prepoznamo bolezenska stanja, ki bi lahko
negativno vplivala na nadaljnji razvoj ali celo povzroci-
la prezgodnjo smrt. Presejalna testiranja uporabljamo za
bolezni, pri katerih lahko z zgodnjo diagnostiko njihov
razvoj preprecimo ali upocasnimo, v nekaterih primerih
le z uvedbo ustrezne diete (3). Za presejalna testiranja se
uporabljajo visoko obcutljivi testi, s tem pa je zagotovljeno,
da je Stevilo lazno negativnih rezultatov ¢im manjse. Vse
pozitivne rezultate namre¢ nato potrdimo z bolj specific-
nimi testi, da izlocimo lazno pozitivne (21). V Sloveniji se
je leta 2018, poleg fenilketonurije in kongenitalnega hipo-
tiroidizma, testiranje razsirilo na dodatnih 17 prirojenih
presnovnih bolezni (22).

Stevilna bolezenska stanja se pojavljajo pretezno oz. iz-
klju¢no v pediatri¢ni populaciji. Mednje sodijo genetske,
endokrinoloske, imunske in nalezljive bolezni (1, 3, 4). Zato
se Stevilne laboratorijske preiskave, ki so usmerjene v dia-
gnostiko teh bolezni, pri pediatri¢cnih pacientih pogosteje
izvajajo kot pri ostalih preiskovancih. Ustrezna izbira te-
stov, ki jih izvaja laboratorij, je klju¢nega pomena za od-
krivanje teh bolezni, skupaj s postavitvijo diagnosticnih
algoritmov. Izbira analizne metode je vecstopenjski pro-
ces, ki je med drugim odvisen od namena analize, klinic-
ne slike preiskovanca, molekularnith mehanizmov ter raz-
polozljivega Casa in financnih sredstev (23, 24). V zadnjih
letih je prislo do velikega napredka biokemicnih in genet-
skih metod za diagnostiko bolezni. Pri biokemic¢ni anali-
zi sta postali klju¢ni tehniki tandemske masne spektrome-
trije in plinske kromatografije, medtem ko sta pri genetski
analizi pomembni predvsem molekularna kariotipizacija
in sekvenciranje naslednje generacije (NGS) (25).

LABORATORIJSKA MEDICINA

Kromatografske metode za
diagnostiko prirojenih bolezni
presnove pri otrocih

Prirojene bolezni presnove so velika skupina genetskih bo-
lezni, ki so posledica okvare ali odsotnosti genskih zapisov
sodelujocih molekul presnovnih poti, predvsem encimov.
To vodi v kopicenje presnovkov in njihovih stranskih pro-
duktov, ki lahko zaradi svoje toksicnosti vplivajo na nor-
malno delovanje celic (26). Medtem ko se nekatere izmed
njih izrazijo ze kmalu po rojstvu, se predvsem pri pacien-
tih z visjo preostalo encimsko aktivnostjo lahko izrazijo
tudi kasneje v otrostvu ali adolescenci, najveckrat zaradi
prisotnosti razli¢nih sprozilnih dejavnikov, kot so okuzbe,
povisana telesna temperatura, visok proteinski vnos, stra-
danje, velik telesni napor in nekatera zdravila (27). Priro-
jene bolezni intermediarne presnove, ki jih predstavljajo
predvsem motnje presnove aminokislin in mascobnih ki-
slin, diagnosticiramo z dolocanjem acilkarnitinov, amino-
kislin in organskih kislin v razli¢nih bioloskih tekoc¢inah
in tkivih (28). V nekaterih primerih je za postavitev dia-
gnoze potreben odvzem med akutno fazo bolezni, saj je le
takrat raven presnovkov znacilno zvisana (29).

Tandemska masna spektrometrija (MS/MS) omogoca hit-
ro ter tako kvalitativno kot kvantitativno dolocanje acil-
karnitinov in aminokislin (25). Priporoceni vzorec je plaz-
ma, saj v primerjavi s serumom omogoca hitrejso obdelavo,
mozno pa je tudi dolo¢anje presnovkov iz krvnih madezev,
izluzenih (ekstrahiranih) iz filtrskega papirja, ki se upo-
rablja predvsem pri presejalnem testiranju novorojencev
(26, 29). Pred samo analizo je potrebna izolacija presnov-
kov, deproteinizacija, s ¢cimer se odstranijo intaktni pro-
teini, in derivatizacija, ki izbolj$a ionizacijo in analitsko



specificnost. Pri bolj obcutljivih analizatorjih derivatiza-
cija ni potrebna (26, 28). Sledi lo¢itev presnovkov in nji-
hovih stabilnih izotopsko oznacenih internih standardov
s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Pri
presejalnem testiranju novorojencev se locba s HPLC ne
izvaja, kar pripomore h krajsemu casu analize. Pred vsto-
pom v masni spektrometer v ionizatorju potece ionizaci-
ja. V prvem masnem analizatorju se ioni lo¢ijo na osnovi
njihovega razmerja med maso in nabojem (m/z). Po fra-
gmentaciji z inertnim plinom v kolizijski celici sledi po-
novna locitev glede na m/z v drugem masnem analizator-

ju, ki ji sledi detekeyja (29).

Organske kisline se dolocajo s plinsko kromatografijo, sklo-
pljeno z masnim detektorjem (GS-MS), ki omogoca robu-
stno in ponovljivo analizo v kratkem casu (26). Najprimer-
nejst vzorec je obi¢ajno urin, saj organske kisline zaradi
majhne molekulske mase prehajajo glomerulno membra-
no. Pred samo analizo je potrebna izolacija organskih ki-
slin iz urina in derivatizacija (26). LoCevanje temelji na
osnovi njihove velikosti in hlapnosti z uporabo kolone, ki
vsebuje plinsko mobilno in tekoco stacionarno fazo. Mo-
bilna faza omogoca premikanje hlapnih komponent, ki
se zadrzujejo v stacionarni fazi, skozi kolono. Po ionizaci-
Jji v ionskem izvoru masni detektor posname masni spek-
ter posamezne komponente. Za identifikacijo je potrebna
primerjava masnih spektrov s spektri, dostopnimi v knji-
znicah (29). GC-MS ni primeren za analizo termolabilnih
aminokislin, kot so cistein, citrulin in tavrin, omogoca pa
dolocitev velikega Stevila analitov z visoko resolucijo, ob-
cutljivostjo in specificnostjo, kot tudi identifikacijo nezna-
nih presnovkov s pomocjo obseznih knjiznic (26).

Molekularna kariotipizacija in
sekvenciranje naslednje generacije
v diagnostiki genetskih bolezni pri
otrocih

Obseg genetskega testiranja je izjemno $irok, saj lahko dolo-
¢amo spremembe v Stevilu posameznih genomskih lokusov,
kot so pridobitev ali izguba celotnih kromosomov (anevplo-
dije), kot tudi spremembe v strukturi (translokacije, inserci-
je, inverzije) in zaporedju genoma (polimorfizmi posame-
znih nukleotidov (SNP) ter spremembe v $tevilu kopij (angl.
copy number variations, CNV), ki vkljucujejo tako spre-
membe v Stevilu kopij posameznega gena kot tudi kratke
nsercije, delecije in duplikacije) (24, 30). V preteklosti so za
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ugotavljanje genetskih bolezni uporabljali predvsem anali-
zo kariotipa z G-proganjem kromosomov in sekvenciranje
po Sangerju, danes pa prevladujejo metode, ki temeljijo na
molekularni kariotipizaciji (imenovane tudi kromosomske
mikromreze ali komparativna hibridizacija z uporabo mi-
kromrez) in sekvenciranju naslednje generacije (NGS) (24),
ki so pomembno prispevale k izboljsani diagnostiki kom-
pleksnih genetskih bolezni tudi pri pediatricnih pacientih.

Molekularna kariotipizacija temelji na metodi primerjal-
ne genomske hibridizacije z uporabo mikromrez (@CGH)
in molekul DNA, oznacenih z razli¢nimi barvili. Po veza-
vi na kratka zaporedja DNA, imobilizirana na stekelcu, se
zazna razliko v jakosti signala med preiskovancevo in refe-
rencno DNA (31). Metoda ima v primerjavi s kariotipizacijo
kar nekaj prednosti: ni potrebe po delecih se celicah, omo-
goca objektivnejso interpretacijo rezultatov in predvsem ima
boljso obcutljivost, saj lahko zazna CNV v velikosti 10-20
kb. Njene slabosti pa so, da ne zazna uravnotezenih translo-
kacij, ki ne spremenijo CNV, in tockovnih genetskih spre-
memb, delecij ali duplikacij na ravni posameznega gena. Ve-
liko tezavo predstavljajo tudi CN'V neznanega pomena, saj
vse CNV in njihova patogenost $e niso znane (31, 32). Mo-
lekularna kariotipizacija se uporablja predvsem za prepo-
znavanje prirojenih kompleksnejsih vecorganskih nepravil-
nosti ali prizadetosti in kognitivnih manjrazvitosti (31, 32).

NGS ali masivno paralelno sekvenciranje je metoda hkra-
tnega sekvenciranja milijonov fragmentov DNA, ki je bila
hitro vpeljana v klini¢ne laboratorije zaradi moznosti ana-
liziranja vec¢ genov ali genskih regij hkrati (33). Po obsegu
delimo NGS na tr1 skupine (32). Najbolj usmerjeno sekven-
ciranje je z analizo izbranega panela genov. To so geni, ki
so nedvoumno povezani z doloc¢enim klini¢nim fenotipom.
Stevilo genov na panelih se zelo razlikuje glede na specifi-
¢en fenotip, ki ga opredeljujemo. Tako so pri panelu za ugo-
tavljanje druzinske hiperholesterolemije obic¢ajno prisotni le
4 geni, pri zmanjsani intelektualni sposobnosti brez pridru-
zenih patognomonic¢nih znacilnosti pa vec¢ kot 1000 genov
(32). Bolj obsezna sta sekvenciranje eksonov in sekvenciranje
celotnega genoma, ki se pogosto uporabljata po predhodno
negativnem rezultatu sekvenciranja izbranega panela genov
in pri kompleksih fenotipih. Pri sekvenciranju eksonov dolo-
camo vse gene v kodirajocih regijah, pri tem je lahko ana-
liza omejena na gene, ki so znano povezani z boleznimi pri
cloveku (klini¢ni eksom ali Mendeliom). Sekvenciranje ce-
lotnega genoma pa ni usmerjeno in vsebuje tako kodirajo-
e regije, kot tudi intronska in intergenska podrocja. Pred-
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nosti in slabosti posameznega sekvenciranja so povezane z
obsegom preiskave. Tarc¢no sekvenciranje omogoca globlje
sckvenciranje tar¢nih regij, poleg tega je povezano z nizjimi
stroski, v primeru, da so tar¢ni geni malostevilni. Na drugi
strani pa s tar¢nim sekvenciranjem ne moremo odkriti no-
vih genov, povezanih s fenotipom, kar je prednost sekven-
ciranja cksonov in celotnega genoma. Sekvenciranje ekso-
nov in celotnega genoma je povezano z visjimi stroski (32).
NGS ima s$e nekaj pomanjkljivosti. Analitska obcutljivost
NGS za deteketjo SNP je 5-10 %, kar je dovolj visoka ob-
cutljivost za zaznavanje vecino podedovanih bolezni, razen
nizke ravni mozaicizma. Sekvenciranje nekaterih regij, kot
so homologne, ponavljajoce in GC-bogate regije je tezavno,
saj zaradi podobnosti med njimi razlikovanje ni mozno, se
predvsem pri sekvenciranju krajsih odsekov. Interpretaci-
jaje zaradi ogromnega stevila podatkov izjemno zahtevna,
saj pomen variant v intronskih in regijah, ki se ne prepisuje-
jo, pogosto ni znan. Zahtevna pa je tudi interpretacija red-

ZAKLJUCEK

Laboratorijska diagnostika v pediatriji je zahtevnejsa kot
laboratorijska diagnostika pri odrasli populaciji, saj zara-
di rasti in razvoja prihaja do Stevilnih sprememb, ki se od-
razajo tudi v spremembah koncentracij analitov. Izredne-
ga pomena je tesno sodelovanje laboratorijskega osebja z
zdravniki pri narocanju preiskav in interpretaciji rezulta-
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POVZETEK

Razsirjeno presejanje novorojencev na vrojene bolezni pre-
snove (VBP) je bilo v Sloveniji uradno uvedeno septembra
2018. Obstojecemu programu presejanja za kongenitalno
hipotirozo in fenilketonurijo smo dodali 17 VBP. Vse doda-
ne bolezni testiramo z uporabo tandemske masne spektro-
metrije, ki omogoca socasno merjenje Stevilnih acilkarniti-
nov in aminokislin iz posusenega madeza krvi in moznost
prepoznave razli¢cnih aminoacidopatij, organskih acidurij
in motenj v presnovi mascobnih kislin. Za potrditveno te-
stiranje smo dodatno implementirali metodo sekvenciranja
DNA naslednje generacije. Za namen razsirjenega preseja-
nja za VBP so bile potrebne tudi dolocene organizacijske
spremembe in povezava bolnisni¢nih informacijskih siste-
mov slovenskih porodnisnic z laboratorijskim informacijskim
sistemom Pediatricne klinike in Klinike za nuklearno me-
dicino. Od zacetka razsirjenega presejanja novorojencev za
VBP do koncaleta 2020 smo analizirali 39.324 vzorcev. Pri
12 bolnikih smo z dodatnimi potrditvenimi testi VBP po-
trdili $e pred pojavom klini¢nih znakov. Med njimi izstopa
nepricakovano visok delez bolnikov z motnjami v presno-
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vi dolgoveriznih mascobnih kislin, kar je lahko znacilnost
slovenskega prostora ali pa razmeroma majhnega stevila
analiziranih vzorcev.

Klju¢ne besede: presejanje novorojencev, tandemska
masna spektrometrija, sckvenciranje DNA nove genera-
cije, vrojene bolezni presnove

ABSTRACT

In Slovenia, the expanded newborn screening for inborn
errors of metabolism was introduced in September 2018.
Seventeen metabolic diseases have been added to the pre-
-existing screening panel for congenital hypothyroidism
and phenylketonuria. Therefore, tandem mass spectrome-
try was introduced since it enables simultaneous testing of
numerous acylcarnitines and amino acids from dried blo-
od spots for detecting several aminoacidopathies, organic



acidurias, and fatty acid oxidation disorders. Furthermore,
next-generation sequencing was introduced for confirmato-
ry testing. To introduce the expanded newborn screening,
we needed to implement certain modifications to the exi-
sting organisation. Among them, existing heterogeneous
information systems in the Maternity hospitals were con-
nected to the laboratory information system of the Uni-
versity Children’s Hospital and of the Department of Nu-
clear Medicine. Until the end of 2020, a total of 39,324

UvoD

Vrojene bolezni presnove (VBP) so redke genetsko pogoje-
ne motnje, pri katerih vzro¢ne spremembe v genih lahko
povzrocijo deaktivacijo ali zmanjsano delovanje encimov,
ki so pomembni pri razli¢cnih procesih presnove (1). Njiho-
va pojavnost je obi¢ajno nizja od 1 na 10.000 zivorojenih
otrok (2). VBP lahko odkrijemo s presejalnimi metodami,
katerih cilj je prepoznavanje bolezni pred pojavom prvih
simptomov ali prvih stadijev bolezni. Razsirjeno preseja-
nje novorojencev za VBP je omogocila uporaba tandem-
ske masne spektrometrije (MS/MS), ki omogoca istocasno
kvantifikacijo stevilnih presnovkov iz samo ene kaplje krvi
(3, 4). Pri seznamu bolezni, ki smo jih vkljucili v program
razsirjenega presejanja za VBP, smo upostevali priporoci-
la, da mora za bolezni v presejalnem programu obstajati
test z ustrezno obcutljivostjo in specifi¢nostjo, ki omogo-
¢a odkritje bolezni pred pojavom klini¢nih znakov. Zgo-
dnje odkritje mora zagotavljati pravocasno ukrepanje in
s tem ucinkovito zdravljenje, ki prepreci ali upocasni ra-
zvoj bolezni. Program mora biti tudi stroskovno uc¢inkovit
(5, 6). Pomembno merilo za vkljucitev bolezni v razsirjeni
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samples were screened. After additional testing, twelve pa-
tients were confirmed as positive. Among them, unusually
high incidence of patients with very long-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency was observed.

Key words: newborn screening, tandem mass spectro-
metry, next-generation sequencing, inborn errors of me-
tabolism

program presejanja za VBP je bila tudi pojavnost posame-
zne bolezni, kar smo za podrocje Slovenije ocenjevali s po-
sebno pilotno raziskavo (7). Za potrditveno testiranje smo
implementirali tudi metodo sekvenciranja DNA naslednje
generacije (NGS), ki nam poleg potrditve omogoca tudi
spremljanje poteka bolezni ter moznost genetskega sveto-
vanja drugim ozjim druzinskim c¢lanom (8). Za izvajanje
raz$irjenega presejanja novorojencev za VBP v Sloveniji
sicer obstaja pravna podlaga (9). V Pravilniku za izvaja-
nje zdravstvenega varstva na primarni ravni je navedenih
vseh 18 bolezni, na katere testiramo novorojence. Opre-
deljeno je, kdaj naj bodo vzorci odvzeti, kako oznaceni in
kje naj bo opravljena analiza. Zapisana je tudi odlocba o
izdaji enotnega izvida, ki mora biti posredovan porodni-
$nici, ki je vzorec poslala.

V ¢lanku je opisan program razsirjenega presejanja novoro-
jencev v Sloveniji ter njegova implementacija. Predstavlje-
ni so tudi rezultati raz$irjenega testiranja za prvi dve leti.

IMPLEMENTACIJA PROGRAMA RAZSIRJENEGA
PRESEJANJA NOVOROJENCEV ZA VBP

Obstojece stanje in priprave na
siritev presejanja

Pred siritvijo programa presejanja novorojencev za VBP je
v Sloveniji potekalo presejanje za fenilketonurijo in konge-
nitalno hipotirozo, ki ga od leta 1979 oziroma 1981 izva-
jajo na Kliniki za nuklearno medicino (KNM) (10). Leta

1999 smo za diagnostiko simptomatskih bolnikov na Pe-
diatri¢ni kliniki (PK) uvedli selektivno presejalno testira-
nje na VBP. Sledile so daljse priprave, raziskave in ana-
lize, ki so omogocile testiranje vseh novorojencev. Leta
2015 smo na Zdravstveni svet Ministrstva za zdravje po-

dali vlogo za nov program presejanja novorojencev in ko- >

nec maja 2018 prevzeli novo opremo za razsirjeno pre-

35



36

sejanje novorojencev za VBP LC-MS/MS »Waters Xevo
TOD« in »Waters Xevo TQ-S micro« za potrditveno di-
agnostiko. Sledilo je povezovanje analizatorjev z labora-
torijskim informacijskim sistemom (LIS), testiranje siste-
ma in programske opreme, ki je potrebna za presejanje
novorojencev v kombinaciji s Perkin Elmer reagencnim
kompletom Neobase 2. Po optimizaciji sistema smo opra-
vili verifikacijo reagencnega kompleta ter s pomocjo me-
ritev na 1000 vzorcih postavili izkljucitvena merila — meje.
Postavljene meje smo, zaradi prevelikega stevila lazno po-
zitivnih rezultatov, kasneje popravili. Dolocene meje smo
sprementli tudi na osnovi rezultatov zunanje ocene kako-
vosti (CDC — Newborn Screening acylcarnitines and ami-
no acids). Prvih 1000 vzorcev novorojencev smo analizira-
li vzporedno na dveh sistemih, in sicer na novem z novim
reagencnim kompletom ter starem, na katerem smo ime-
li preverjene izkljucitvene meje.

Pricetek programa in vkljucevanje
porodnisnic

Program razsirjenega presejanja novorojencev za VBP je
bil v Sloventiji uveden septembra 2018, ko je bila vkljuce-
na prva porodnisnica. Preostale slovenske porodnisnice so
se vkljucevale postopoma do avgusta 2019. Obstojecemu
programu presejanja za kongenitalno hipotirozo in fenil-
ketonurijo smo tako dodali 17 novih VBP:

* bolezen javorjevega sirupa,

* tirozinemija tip 1,

* izovaleri¢na acidemija,

e glutaricna acidemija tip I,

e glutaricna acidemija tip 11,

e pomanjkanje zelo dolgoverizne acil-CoA
dehidrogenaze,

e pomanjkanje dolgoverizne 30OH-CoA
dehidrogenaze,

e pomanjkanje srednjeverizne acil-CoA
dehidrogenaze,

e propionska acidemija,
* metilmalonska acidemija,

* pomanjkanje karnitine palmitoiltransferaze I,
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e pomanjkanje karnitine palmitoiltransferaze 11,
* motnja vnosa/transporta karnitina,

e pomanjkanje 3-metilkrotonil-CoA karboksilaze,
e 3-hidroksi-3-metilglutari¢na acidurija,

e pomanjkanje holokarboksilaze sintaze,

* pomanjkanje B-ketotiolaze.

Organizacijske spremembe

Ob siritvi so bile vpeljane doloc¢ene organizacijske spre-
membe. Prva je bila povezava podatkov novorojencev iz
bolnisni¢nega informacijskega sistema slovenskih porod-
ni$nic z laboratorijskim informacijskim sistemom PK in
KNM. V porodnisnici, kjer je vzorec krvi odvzet, izvedejo
tudi elektronsko narocilo v bolnisni¢ni informacijski sistem
ter natisnejo ¢rtno kodo, s katero opremijo kartico. Porod-
ni$nice so bile v ta namen opremljene z ustreznimi ¢italci
in tiskalniki ¢rtnih kod. S tem smo zagotovili boljso oziro-
ma ustrezno sledljivost vzorca in rezultatov. Pri vzpostavi-
tvi povezav bolnisnic¢nih in laboratorijskih informacijskih
sistemov so sodelovale vse slovenske programske hise, od-
govorne za bolnisni¢ne informacijske sisteme (Infonet, Hi-
pokrat, Birpis, Pina) ter Kobis, kot odgovorni za LIS. Ob
prikljucevanju posamezne porodnisnice v sistem naroca-
nja sta bila vedno prisotna tudi skrbnik LIS-a in sodela-
vec laboratorija Pediatricne klinike. Hkrati z implemen-
tacijo elektronskega narocanja smo izvedli tudi ponovno
1zobrazevanje osebja porodnisnic o pravilnem odvzemu
vzorca kaplje krvi na kartico ter pomembnosti dnevnega
posiljanja kartic z odvzetimi vzorci.

Skupaj s sodelavet KNM in Klini¢nega oddelka za en-
dokrinologijo, diabetes in bolezni presnove (KOEDBP) smo
pripravili tudi navodila za izvajanje presejanja za VBP v
Sloveniji, in informacije za starse, ki so dostopne na sple-
tnem portalu »Redke bolezni« (11).

Celoten proces presejanja tako zajema: informiranje star-
Sev o presejanju novorojencev, ukrepanje v primerih, ko
starsi zavrnejo testiranje, pravilen odvzem in posiljanje
vzorcev, analizo vzorcev, potrditvena testiranja, nadalj-
njo diagnostiko, spremljanje in obvladovanje VBP ter 1z-
obrazevanje starsev in skrbnikov.



PROTOKOL PRESEJANJA

Kot ze v okviru osnovnega, se tudi v okviru razsirjenega
presejanja za VBP odvzem krvi na filtrirno kartico opravi
od 48 do 72 ur po porodu ter hkrati vsaj 24 ur po pricetku
hranjenja. Za skupine novorojencev, ki potrebujejo poseb-
no obravnavo (nedono$encki, novorojenci na intenzivni te-
rapiji), se protokol odvzemov vzorcev izvaja v skladu s po-
sebnimi navodili, ki so izvajalcu dostopni na spletu (11). Ce
je mogoce, odvzem opravimo pred morebitno predvideno
terapijo ali transfuzijo. Otroci z intravensko parenteralno
prehrano imajo zaradi njene sestave povisane vrednosti do-
locenih aminokislin, na primer razvejanih, kar je sicer zna-
¢ilno za bolezen javorjevega sirupa. Obenem imajo pogosto
znizane koncentracije prostega karnitina. Dolo¢ena zdravi-
la vplivajo na lazno povisane vrednosti acilkarnitinov, kar
je vzrok za lazno pozitivne rezultate presejanja. Enako velja
za prehranske dodatke, na primer pri dodatku srednjeveriz-
nih trigliceridov vidimo povisanje stevilnih acilkarnitinov,
ki so pomembni pri prepoznavi motenj v presnovi srednje-
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veriznih mascobnih kislin. Odvzem vzorca po transfuziji
vpliva na vse rezultate presejanja. Pri nedonosenckih obsta-
javecja verjetnost tako lazno pozitivnih kakor tudilazno ne-
gativnih rezultatov. V taksnih primerih je pomembno, da
poleg predvidenega odvzema testiranje ponovimo $e ob od-
pustu iz bolnisnice oziroma ob koncu zdravljenja. Kartice,
ustrezno oznacene s ¢rtno kodo, narocnik poslje na KNM,
kjer 1z polovice kartice opravijo presejalne teste za konge-
nitalno hipotirozo in fenilketonurijo. Drugo polovico kar-
tice posredujejo na KISLD, kjer opravimo $e testiranje za
bolezni, zajete v razsirjeno presejanje za VBP. Zaradi lazje
logisticne 1zvedbe in boljse sledljivosti vzorca smo kartico
za odvzem kaplje krvi oblikovali posebej, tako da sta obe
polovici kartice oznaceni z enako ¢rtno kodo, kar omogoca
zdruzitev rezultatov obeh laboratorijev v enoten izvid. Vse
kartice z nepravilnim odvzemom ali vidno kontaminacijo
zavrnemo, porodnisnico pa prosimo za ponovni odvzem.

ALGORITEM OBRAVNAVE REZULTATOV

V okviru razsirjenega presejanja za VBP smo pripravili al-
goritem obravnave rezultatov glede na vrsto rezultata »mej-
ni« ali »pozitivni«, katere opredelitev je odvisna od koncen-
tracije presnovkov, znacilnih za doloceno bolezen, kot tudi
razmerij med njimi. V primeru mejnih rezultatov obvestimo
osebje porodnisnice in prosimo za ponoven odvzem vzorca.
V primeru pozitivnih rezultatov novorojencka povabimo na
KOEDBP Pediatri¢ne klinike, kjer odvzamemo dodatne
vzorce za potrditvene teste, in sicer odvisno od domnevne
bolezni. Ce je rezultat drugega testiranja mejnega vzorca
ponovno mejen, otroka prav tako povabimo na KOEDBP
Pediatricne klinike na nadaljnjo diagnostiko (12). Po potr-
ditvi rezultatov KNM in KISLD v LIS-u se kot enoten iz-
vid prenesejo v bolnisni¢ne informacijske sisteme.

Potrditveno testiranje za VBP vkljucuje analizo acilkar-
nitinov iz krvnega madeza, organskih kislin v urinu ter
aminokislin v plazmi. Pomembna nadgradnja razsirjene-
ga presejanja z MS/MS je bila tudi uvedba sekvenciranja
DNA naslednje generacije. V ta namen smo pripravili pa-
nel 72 genov, ki zajema 18 moznih VBP (17 novih in fenil-
ketonurijo) ter gene za bolezni in bolezenska stanja, ki sicer
niso del presejanja, a so za njih znacilna povisanja enakih
presnovkov kot pr1 VBP, vkljucenih v razsirjeno presejanje.

Cle ugotovimo prisotnost katere od bolezni, ki ni del progra-
ma razsirjenega presejanja za VBP, se ¢lani konzilija KISLD
in KO EDBP odlocajo o morebitnih ukrepih za vsak primer
posebej. Konzilij se posvetuje tudi o morebitnih spremem-
bah izkljucitvenih meril ter nacrtuje smernice.
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REZULTATI

Do konca leta 2020 smo skupaj testirali 39.324 vzorcev.
V prvem letu testiranja (2018) smo pregledali 2.275 vzor-
cev, od tega je bilo 18 mejnih in 10 pozitivnih rezultatov.
Vletu 2019 smo testirali 17.819 vzorcev, pri katerih je bilo
284 mejnih in 102 pozitivna. V letu 2020, ko so bile vklju-
cene ze vse slovenske porodnisnice, smo testirali 19.230
vzorcev, od katerih je imelo 421 mejne rezultate ter 97 po-
zitivne. Med pozitivnimi rezultati smo z dodatnimi potr-
ditvenimi testi diagnosticirali 12 bolnikov z naslednjimi
boleznimi: pomanjkanje zelo dolgoverizne acil-CoA de-
hidrogenaze (VLCADD) (4 bolniki), pomanjkanje sre-
dnjeverizne acil-CoA dehidrogenaze (MCADD) (3 bolni-
ki), pomanjkanje kratkoverizne acil-CoA dehidrogenaze

ZAKLJUCEK

Presejanje novorojencev za VBP ima v preventivni me-
dicini izredno pomembno vlogo. Z implementacijo raz-
Sirjenega presejanja novorojencev smo uspeli prepoznati
dodatne posameznike s posebnimi VBP (MCADD, VL-
CADD, SCADD, ...) se pred pojavom klini¢nih znakov.
Hkrati smo naredili tudi pomemben korak k povezovanju
razli¢nih slovenskih bolnisni¢nih informacijskih sistemov
z laboratorijskim informacijskim sistemom in s tem zago-
tovili boljso sledljivost podatkov in rezultatov novorojen-
cev, kot tudi neustreznih odvzemov vzorcev. V ta namen
smo izvajali tudi dodatna izobrazevanja osebja porodni-
$nic, kar je znacilno zmanjsalo Stevilo zavrnjenih vzor-
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(SCADD) (1 bolnik), izovaleri¢na acidurija (1 bolnik), hi-
perprolinurija (1 bolnik), citrulinemija (1 bolnik), hiper-
valinemija — hiperlevcin/izolevcinemija (1 bolnik). Med
rezultati mocno odstopa visoka pojavnost bolnikov s po-
trjenim VLCADD, ki je vi§ja celo od sicer najpogostejse
motnje v presnovi mascobnih kisliny MCADD (13). Tako
visoka pojavnost je lahko znacilnost nasega prostora, lahko
pa se bo po doloc¢enem ¢asu, ko bo analizirano vecje Ste-
vilo vzorcev, priblizala pojavnosti, ki je opisana pri osta-
lih sosednih drzavah. Delez zavrnjenih vzorcev zaradi ne-
ustreznega odvzema je bil, zaradi dodatnih 1zobrazevanj
osebja v porodnisnicah, vsako leto nizji, in sicer od 0,92
% v prvem letu, 0,12 % drugo leto do 0,05 % v letu 2020.

cev, nepotrebne zamude pri oddajanju izvidov, stres star-
$ev in nenazadnje dodatno obremenitev vseh odgovornih
Vv procesu presejanja. Socasno z razsirjenim presejanjem
za VBP smo v rutinsko uporabo implementirali tudi NGS
kot potrditveno testiranje, ki poleg potrditve VBP omogo-
¢a tudi moznost genetskega svetovanja drugim ozjim dru-
zinskim ¢lanom. Menimo, da bo genetska diagnostika pri
presejanju novorojencev tudi v prihodnosti igrala cedalje
pomembnejso vlogo.
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POVZETEK

Leta 2018 je v Slovenijt prislo do siritve presejalnega testi- laboratoryjski informacijski sistem (LIS). Prav tako je bilo tre-
ranja novorojencev na prirojene bolezni. Pri presejanju te-  ba zagotoviti sledljivost in avtomatizacijo z uporabo infor-
stiramo vse novorojence, kar na leto predstavlja priblizno macijskih tehnologij znotraj laboratorija. Za povezavo vsch
20.000 vzorcev. Odvzem, oznacevanje in posiljanje vzor- odvzemnih mest z informacijskim sistemom obeh laborato-
cev predstavljajo Stevilne moznosti za predanalizno napa-  rijev smo uporabili komunikacijsko platformo medGateway,
ko. Sprejem, obdelava, analiza, prenos rezultatov in posi- ki je do sedaj sluzila prenasanju podatkov o napotnicah in
ljanje izvidov pa moznosti za napako na strani laboratorija. receptih. Informacijske resitve znotraj laboratorijev je za-
Za analizo vzorcev se uporablja metodologija masne spe-  gotovila programska hisa Kobis, d. o. o., s programom LIS.
ktrometrije, ki ustvarja velike koli¢ine podatkov. Zaradi
nastetih razlogov je bila informatizacija celotnega proce- Glavne prednosti informatizacije razsirjenega programa pre-
sa nujno potrebna. sejalnega testiranja so dobra sledljivost vzorcev in rezulta-
tov, manjsa casovna obremenitev zaposlenih, manjsa moz-
Za uspesno izvedbo informatizacije je bilo treba zagotoviti nost napak, hitrejsi prenos izvidov in vecja varnost podatkov.
uporabo informacijskih tehnologij na vseh ravneh procesa.
Medsebojno je bilo treba povezati Stirinajst slovenskih po-  Klju¢ne besede: informacijska tehnologija, I'T, presejal-
rodnisnic, dva klinicna oddelka in dva laboratorija, ki upo- no testiranje novorojencev, NBS, laboratorijski informa-
rabljajo $tiri razlicne bolnisnic¢ne informacijske sisteme in en cijski sistem, medicinska informatika
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ABSTRACT

Expanded newborn screening was implemented in Slove-
niain 2018. Newborn screening amounts to around 20,000
samples per year. Collection, labeling and transport of
samples represent possible sources of an error. Admissi-
on of samples, their preparation and analysis along with
transmission of results are main sources of an error wit-
hin the laboratory. Mass spectrometry is used for sample
analysis and generates large amounts of data. To minimi-
ze risk of errors, use of information technology for mana-
gement of the whole process was necessary.

For successful computerization, use of information tech-
nologies had to be implemented on all levels of the pro-
cess. All 14 Slovenian maternity wards and two clinical
departments had to be connected to two laboratories. Four
different hospital information systems needed connection

UvoD

Septembra 2018 je v okviru preventivnega zdravstva na
primarni ravni v Sloveniji pricel teci»razsirjeni« program
presejalnega testiranja novorojencev na prirojene bolezni
(1, 2). Do takrat smo novorojence v Sloveniji presejalno te-
stirali na dve bolezni, novi program pa zajema testiranje
na 17 dodatnih prirojenih bolezni presnove, torej skupno
18 prirojenih bolezni presnove in kongenitalno hipotiro-
zo. V predhodnem programu presejalnega testiranja no-
vorojencev sta bili merjeni vrednosti dveh analitov (3, 4).
V razsirjenem programu merimo koncentracije 57 anali-
tov, poleg tega pa za diagnostiko uporabljamo $e 28 1zra-
cunanih razmerij med izbranimi analiti, kar pomeni znat-
no povecanje koli¢ine podatkov.

Do uvedbe razdirjenega presejalnega testiranja novoro-
jencev smo podatke o preiskovancih ro¢no vpisovali na
odvzemne kartice, kar je bilo zamudno in morebiten vir
napak (5). S testiranjem na nove bolezni so podatki o no-
vorojencu, ki prej niso bili diagnosticno pomembni, pos-
tali nujni za pravilno interpretacijo rezultatov. Predvsem
so za pravilno diagnostiko pomembni gestacijska starost,
porodna teza in prehranska specifika novorojenca. Roc-
na priprava delovnih list, njthovo prepisovanje v analiza-
tor ter prepisovanje izmerjenih rezultatov v laboratorijski
informacijski sistem (LIS) predstavljajo stevilne moznos-
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to laboratory information management system (LIS). Com-
munication platform medGateway that is commonly used
for transferring medical data such as prescriptions and re-
ferrals was used for the first time to link hospitals with la-
boratories. Information technology solution within labo-
ratories was provided by Kobis with software LIS.

Main advantages of computerization of expanded newborn
screening program are good traceability of samples and
results, reduced workload for employees, decreased possi-
bility of errors, faster delivery of reports and increased
data safety.

Key words: information technology, I'T, newborn scree-
ning, NBS, laboratory information management system,
healthcare informatics

i za nastanek napak, zato je bila potreba po uporabi in-
formacijske tehnologije za obvladovanje narocil, sledenje
vzorcev (sprejem, obdelava, analiza in interpretacija re-
zultatov) in izdajo izvidov nujna.

V programu presejalnega testiranja novorojencev na pri-
rojene bolezni presnove sodelujeta dva laboratorija Uni-
verzitetnega klinicnega centra Ljubljana (UKCL), in sicer
Klini¢ni institut za specialno laboratorijsko diagnostiko
(KISLD) Pediatri¢ne klinike (PEK) in Oddelek za klinic-
no radiokemijo Klinike za nuklearno medicino (KNM)
(I). Poleg laboratorijev je v program povezanih tudi sti-
rinajst porodnisnic, od katerih je ljubljanska del UKCL.
Odvzemi vzorcev za presejalno testiranje novorojencev
potekajo $e na dveh klini¢nih oddelkih za nego novoro-
jencev znotraj] UKCL, to sta Klini¢ni oddelek za neona-
tologijo na PEK in Klini¢ni oddelek za intenzivno terapi-
jo otrok na Kirurski kliniki (Slika 1). Velika heterogenost
informatizacije procesov v udelezenih ustanovah je pred-
stavljala velik organizacijski izziv pri vpeljavi programa
presejalnega testiranja.
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UKC Ljubljana
* KISLD
* KNM

medGateway

| 9. Splo3na bolnisnica Slovenj Gradec
10. Splosna bolni$nica BreZice

UKC Ljubljana
1. Ginekoloska klinika - Porodninica Ljubljana
2. Pediatri¢na klinika - KO za neonatologijo
3. Kirurska klinika - KO za intenzivno terapijo otrok

Bolni3nica za ginekologijo in porodnistvo Krani
Splo3na bolni3nica Jesenice

Splo3na bolninica Murska Sobota

Splo3na bolninica Novo mesto

®No oA

Bolnisnica za zenske bolezni in porodnistvo Postojna

11. Splosna Bolnisnica Izola

12. Splosna bolni$nica Trbovlje

13. Splosna bolnisnica Celje

14. Splo3na bolnisnica Sempeter pri Novi Gorici
15. Splosna bolni$nica Ptuj

16. Univerzitetni kliniéni center Maribor

Slika 1: Organizacijska shema sistema elektronske izmenjave naroéil in rezultatov (UKC - Univerzitetni kliniéni center; KISLD - Kliniéni in3fitut za specialno
laboratorijsko diagnostiko; KNM - Klinika za nuklearno medicino; KO - klini¢ni oddelek).

Figure 1: Organizational chart of electronic test ordering and results system (UKC - University Medical Centre; KISLD - Clinical Institute of Special
Laboratory Diagnostics; KNM - Laboratory for medical radiochemistry Department of Nuclear Medicine; KO - Clinical department).

INFORMATIZACIJA PROCESA

Za vodenje in obdelavo podatkov omenjene enote upora-
bljajo razli¢ne programske resitve petih razli¢nih program-
skih his. Oba laboratorija uporabljata informacijski sistem
LIS programske hise Kobis, podatkovni bazi obeh labora-
torijev pa sta loceni. Porodnisnica Ljubljana uporablja za
vodenje podatkov o bolnikih in narocanje preiskav bolni-
$nicni informacijski sistem (BIS) Hipokrat programske hise
List, d. 0. 0., ki je ze pred zacetkom razsirjenega presejal-
nega testiranja omogocal narocanje laboratorijskih prei-
skav in sprejemanje odobrenih rezultatov preko povezave
z LIS. Klini¢na oddelka, za neonatologijo na Pediatric-
ni kliniki in za intenzivno terapijo otrok Kirurske klinike,
uporabljata v ta namen platformo BIS Clinical program-
ske hise Better, ki je prav tako ze omogocala narocanje
preiskav in sprejemanje rezultatov preko povezave z LIS.
Ostale porodnisnice v Sloveniji uporabljajo poleg progra-
ma Hipokrat $e program BIRPIS21 programske hise SRC
Infonet ali MEDIS programske hise Pinna. Pred zacet-
kom programa presejalnega testiranja nobena izmed plat-
form ni omogocala narocanja preiskav iz zunanjih ustanov
v LIS UKCL, kar je predstavljalo precejSen organizacij-
sko-tehnicni zalogaj.
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Poseben 1zziv predstavljajo tudi porodi na domu, ki so od
leta 2016 ponovno pogostejsi (6). V Protokolu za izvajanje
presejalnega testiranja novorojencev na prirojene bolez-
ni v Sloveniji smo predvideli informatizacijo tudi teh po-
rodov. V primeru poroda na domu ali izven porodni$ni-
ce je potreben odvzem vzorca na enak nacin, kot bi bil
1zveden v porodnisnici. Odvzem v priporoc¢enem casu in
po protokolu opravi medicinska sestra ob prvem pregle-
du novorojenca v porodnisnici ali zdravstveni ustanovi iz-
branega pediatra (7).

Da bi omogocili informatizacijo celotne poti od odvzema
vzorca do izdaje izvidov, je bilo treba zagotoviti upora-
bo informacijske tehnologije na vec¢ nivojih (Slika 2). Na
odvzemnih mestih je bilo treba poiskati lazjo in bolj za-
nesljivo resitev, ki bi zamenjala ro¢no izpolnjevanje podat-
kov o preiskovancih na karticah za odvzem vzorcev. Po-
vezati je bilo treba stiri razli¢ne bolnisnicne informacijske
sisteme z laboratorijskim informacijskim sistemom LIS
obeh laboratorijev. Povezava BIS in LIS za enote znotraj
UKCL je ze obstajala, za zunanje naroc¢nike pa se ne. Moz-
nost prenosa podatkov in s tem povezave vseh odvzemnih
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mest z laboratoriji je ponujala komunikacijska platforma te obeh enot. Zadnji nivo je predstavljala avtomatizacija

medGateway programske hise SRC Infonet, ki je do se- sledenja vzorcev in njihovih rezultatov znotraj laboratori-
daj sluzila prenasanju drugih medicinskih podatkov, kot ja. Glavni koraki, pri katerih uporaba informacijske teh-
so podatki o napotnicah in receptih. Platforma doslej $e ni nologije lahko zmanjsa moznost napake, so sprejem z od-
bila uporabljena za prenos rezultatov laboratorijskih pre-  ¢itanjem crtne kode, obdelava vzorcev, kreiranje delovne
1skav. Omogociti je bilo treba tudi prenos podatkov med liste vzorcev in njen prenos v analizator ter prenos rezul-
obema bazama LIS obeh laboratorijskih enot, ki prese- tatov iz analizatorja v LIS.

jalno testiranje izvajata, saj je izvid skupen za vse rezulta-

NAROCNIK:
odvzem in naroéilo
preiskave

Interpretacija
in potrditev
rezultatov
ter izdaja izvida

sprejem KNM
sprejem KISLD

|zrezovanije
krozZcev in izdelava
delovne liste

prenos rezultatov
v LIS in preradun
razmerij

prenos delovne liste v
analizator LC/MS MS

Slika 2: Nivoji informatizacije procesa (KNM - Klinika za nuklearno medicino; KISLD - Klini&ni in3titut za specialno laboratorijsko diagnostiko;
LC/MS-MS - teko€inski kromatograf, skloplien s tandemskim masnim spektrometrom; LIS - laboratorijski informacijski sistem (v danem primeru LIS Kobis)).

Figure 2: Levels of process computerization (KNM - Laboratory for medical radiochemistry Department of Nuclear Medicine; KISLD - Clinical Institute of
Special Laboratory Diagnostics; LC/MS-MS - liquid chromatography tandem mass spectrometry; LIS - laboratory information system (in this case LIS Kobis)).
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OPIS SISTEMA

Trenutno sistem omogoca pripravo elektronskih narocil ne
glede na tip BIS-a, ki ga naro¢nik uporablja. Ob odvzemu
se v BIS kreira elektronsko narocilo, ki zajema tri preiska-
ve, ki se dolocajo v madezu krvi (okr. mK): dolocanje tiro-
ide stimulirajocega hormona (T'SH) za diagnostiko konge-
nitalne hipotiroze (ime preiskave: mK-Neonatalni TSH),
fenilalanina za diagnostiko fenilketonurije (ime preiska-
ve: mK-PKU) in 57 analitov s tandemskim masnim spek-
trometrom za diagnostiko 17 prirojenih bolezni presnove
(ime preiskave: mK-MS-MS-presejanje). Prvi dve preiska-
vi opravlja laboratorij KINM, zadnjo pa KISLD. Po potre-
bi je — v primeru ponovnega odvzema zaradi mejnega ali
pozitivnega rezultata — mozno narociti tudi posamezno
preiskavo ali kombinacijo dveh preiskav. Elektronsko na-
roc¢anje omogoca tudi samodejni prenos vseh zahtevanih
podatkov o preiskovancu iz porodnega zapisnika v elek-
tronsko narocilo. Te podatke je pred uvedbo novega sis-
tema medicinsko osebje na odvzemni kartici izpolnjeva-
lo roc¢no (Slika 3). Dodatno se ob elektronskem narocilu
vpiseta le se datum in ura odvzema. Danes se ob kreira-
nju narocila samodejno natisnejo nalepke s ¢rtno in QR
kodo (»Quick Response« oz. matri¢na ¢rtna koda) (Slika
4). Crtna koda vsebuje $tevilko LIS narocila. QR koda vse-
buje tudi vse potrebne podatke o preiskovancu. Obvezni
podatki, s katerimi je opremljena vsaka kartica, so: podat-
ki matere (ime in priimek, datum rojstva, stevilka ZZZS,
ID matere — stevilka poroda), podatki novorojenca (ime
in priimek, ID stevilka otroka — stevilka poroda, spol, za-
poredje v primeru sorojencev, datum in ura rojstva, gesta-
cijska starost ter teza novorojenca), datum in ura odvzema
vzorca ter naziv naro¢nika. Omenjene podatke je mogoce
uporabiti za identifikacijo vzorcev ob morebitnem izpadu
celotne informacijske mreze. Zaposleni v porodni$nicah
ob vsaki odposlani seriji vzorcev kreirajo tudi transpor-
tni list, ki ga prilozijo vzorcem v postno kuverto in sluzi
kot kontrola transportnega procesa ob sprejemu vzorcev
v laboratoriju. Ko je narocilo v porodnisnici potrjeno, se
prenese v komunikacijsko platformo medGateway, do ka-
tere lahko dostopa LIS obeh laboratorijev. Ob prejemu
vzorcev vsak laboratorij preko ¢rtne kode sprejme vzor-
ce v LIS. Vzorci imajo v obeh laboratorijih UKCL ena-
ko stevilko, kar omogoca jasno sledljivost rezultatov. LIS
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nato kreira zaporedni seznam vzorcev glede na vrstni
red sprejema, ki sluzi kot vzporedna kontrola pri sledenju
vzorcev. Sledi izrezovanje 3,2 mm krozcev filtrirnega pa-
pirja, prepojenega s posuseno krvjo. Aparat za izrezova-
nje (Perkin Elmer — Waltham, MA, ZDA) omogoca bra-
nje ¢rtnih kod vzorcev, ki jih poveze s koordinato luknjice
na mikrotitrski ploscici s 96 mesti, v katero je bil izrezan
posamezen vzorec. Po konc¢anem izrezovanju vzorcev ge-
nerira programska oprema izrezovalnika (Wallac DBS
Puncher) seznam vzorcev v seriji z ustreznimi koordina-
tami in LIS s$tevilkami. Omenjeni seznam prenesemo v
LIS, kjer se — glede na LIS stevilko — dopolni s podatki o
preiskovancu (ime in priimek ter datum rojstva). Dodajo
se tudi nastavitve za vse analizne parametre tandemskega
masnega spektrometra Xevo TQ-D (Waters — ZDA, Mil-
ford Massachusetts). LIS nato generira in izvozi delovno
listo v formatu programske opreme masnega spektrome-
tra (MassLynx — Waters). Po konc¢ani analizi s program-
sko opremo MassLynx generiramo porocilo v formatu

.csv (comma separated values), ki vsebuje rezultate za po-

samezen vzorec, oznacen s Stevilko vzorca v LIS. Datote-
ko uvozimo v LIS, ki avtomatsko prenese rezultate za vse

vzorce. Pred pregledom rezultatov LIS uvozi odobrene

rezultate laboratorijja KNM in preracuna razmerja med

izbranimi analiti, ki so potrebni za interpretacijo rezul-
tatov. Vsak rezultat za preiskavo mK-MS-MS-presejanje

ima na koncu skoraj 100 vrednosti. Analiza le-teh poteka
v programu LIS, kjer so vrednosti analitov za posamezno

bolezen zdruzeni in barvno kodirani za lazjo interpreta-
cijo. Analitik pregleda rezultate vsakega vzorca in ga gle-
de na vrednosti analitov oznaci kot negativnega, mejne-
ga ali pozitivnega. Pri negativnih vzorcih se ob odobritvi
generira elektronski izvid, ki se prek medGateway pre-
nese v BIS naroc¢nika. Mejne in pozitivne rezultate pred
zakljuckom pregleda in odobri $e zdravnik, nadaljnja pot
pa je enaka kot pri negativnih izvidih. V primeru mejne-
ga ali pozitivnega izvida je naroc¢nik v komentarju izvida
naprosen za ponovni odvzem krvi na filtrirni papir ozi-
roma za narocilo dodatnih potrditvenih preiskav. Naroc-
nik nato ponovi odvzem in ustvari novo narocilo v BIS ali
pa poslje preiskovanca na dodatne preiskave na PEK (7).
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NAVODILO ZA IZPOLNJEVANJE KARTICE ZA ODVZEM VZORCA KRVI PRI NOVOROJENCKU
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Slika 3: Primer prejinje karfice za odvzem vzorca krvi pri novorojencu, pri kateri so bili podatki o novorojencu in materi vnasani roéno.

©

Figure 3: Example of an old sampling card, which was manually fulfilled.
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Slika 4: Nova oblika kartice za presejalno testiranje novorojencev, ki ne potrebuje roénega izpolnjevanja podatkov o novorojencu in materi. Zahtevani
podatki se samodejno prenesejo iz bolnidniénega informacijskega sistema (BIS), ki generira naroéilo in &rtno ter QR kodo.

Figure 4: The new form of sampling card, which does not need manual input. The needed data is automatically transferred from BIS, which generates
barcode and QR code.
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ZAKLJUCEK

Glavne prednosti informatizacije razsirjenega programa
presejalnega testiranja novorojencev na prirojene bolezni
so dobra sledljivost vzorcev in njihovih rezultatov, manjsa
casovna obremenitev zaposlenih, manj$a moznost za na-
stanek napak, hitrejsi prenos izvidov nazaj k naro¢nikom
in vec¢ja varnost podatkov. Pri odvzemu so sedaj podatki
o preiskovancu zajeti v ¢rtni in QR kodi, prej pa so bili
zapisani na odvzemno kartico ro¢no. To predstavlja manj
dela za zaposlene, manj$o moznost za zamenjavo vzorca in
manj napak pri vnosu podatkov o vzorcu. Sprejem vzor-
cev v laboratorij poteka preko skeniranja ¢rtnih kod, kar
je prav tako hitreje in moc¢no zmanj$a moznost napak. Ker
se ob izrezovanju krvnih madezev za vsak vzorec obve-
zno odcita ¢rtna koda, je moznost, da bi prislo do zame-
njave polozajev vzorcev na mikrotitrski plos¢ici, prakticno
nicna. Ker se vzorci pri meritvi na tandemskem masnem
spektrometru vodijo glede na stevilko vzorca v LIS, prav
tako pa se samodejno prenesejo tudi rezultati, je vrstni red
vzorcev na ploscici — z vidika zamenjave — nepomemben.
Samodejno generiranje delovne liste preko LIS prihrani
veliko casa in dodatno zmanj$a moznost za napake. Ana-
litik tako samo preveri delovno listo in zazene meritev. Po
koncani meritvi se vzorci prenesejo v LIS — vsaka meritev
k pripadajo¢emu rezultatu za vsak posamezen vzorec gle-
de na stevilko narocila.
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Program razsirjenega presejalnega testiranja novorojen-
cev je prinesel nove izzive pri obvladovanju vecjega stevi-
la podatkov. Poleg tega je bilo z organizacijskega vidika
pomembno povezati porodnisnice z obema laboratorije-
ma, ki program izvajata, saj smo zeleli s ¢im manj doda-
tnega dela za porodnisnice zagotoviti hiter in zanesljiv
prenos vzorcev in rezultatov. Informacijske resitve, ki smo
jih vpeljali, so uc¢inkovite in smo ob tem vzor marsikate-
remu laboratoriju, ki se s presejalnim testiranjem ukvar-
ja ze dalj ¢asa. Z vsakodnevno uporabo sproti odkrivamo
sibke tocke in hkrati moznosti za izboljsave sistema. V po-
vezavi s skrbniki LIS se trudimo sistem nenehno nadgra-
jevati. V letu 2020 so se na PEK UKCL zacele priprave
na novo $iritev programa presejalnega testiranja novoro-
jencev, v kateri bomo vpeljali nove diagnosti¢ne tehno-
logije za diagnostiko 21 novih prirojenih bolezni. Zara-
di specifike testiranja omenjenih bolezni bo nova Siritev
predstavljala velik izziv na podrocju uporabe informacij-
skih tehnologij. Skupno bo po siritvi testiranth 40 priro-
jenth bolezni (8). Eden od glavnih ciljev je povecati stop-
njo avtomatizacije in s tem, kolikor je to mogoce, izkljuciti
cloveski dejavnik. Pomembne so tudi izboljsave v samem
poteku dela z LIS, pri katerem je treba stremeti k enostav-
nosti uporabniske izkusnje.
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POVZETEK

Napredek laboratorijskega testiranja v zadnjih letih je spre-
menil diagnosticni algoritem in spremljanje celiakije. Do-
konc¢na potrditev diagnoze je kompleksna in osnovana na
kombinaciji klini¢nih, seroloskih in histopatoloskih izsledkov.
Smernice ESPHGAN za potrditev celiakije iz leta 2012 so
prvic predvidele opustitev biopsije sluznice tankega ¢revesa
pri skupini simptomatskih otok z zelo povisanimi vrednostmi
serumskih protiteles (TGA-IgA 2 10-krat nad zgornjo mejo
normale). Smernice so bile leta 2020 ponovno revidirane
in posodobljne v skladu z dokazi podprte medicine (EBM).
Kot osnovni presejalni test pri otrocth s sumom na celia-
kijo in asimptomatskih bolnikih s povisanim tveganjem za
celiakijo se priporoca doloc¢anje celokupnih protiteles IgA
in specificnih protiteles TGA-IgA. Pri pristopu brez biopsi-
je se priporoca testiranje protiteles EMA-IgA v sekundar-
nem serumskem vzorcu. Molekularno-genetsko dolocanje
HLA- DQ2 in HLA-DQS8 pri bolnikih s pozitivno serolo-
gijo ni ve¢ potrebno, ima pa visoko negativno napovedno
vrednost pri skupini asimptomatskih bolnikov.

Kljucéne besede: ccliakija, diagnostika, seroloske preiska-
ve, genetske preiskave, TGA, EMA

ABSTRACT

Advances in laboratory testing in recent years have chan-
ged the diagnostic algorithm and monitoring of celiac di-
sease (CD). The diagnosis of CD is complex and based on
combination of clinical, serological and histopathological
information. ESPHGAN guidelines for CD diagnosis in
2012 considered omission of duodenal biopsies in a subgro-
up of symptomatic children with very high auto antibody
levels in serum (TGA-IgA 2 10x upper limit of normal). In
2020, guidelines were revised and updated according to
evidence-based medicine (EBM). They recommend testing
for total IgA and TGA-IgA as initial screening in children
with clinical suspicion of CD and asymptomatic children
with higher risk. The CGD diagnosis following the no-bio-
psy approach should be confirmed by a positive EMA-IgA
testing in secondary serum sample. Molecular-genetic te-
sting for HLA-DQ2 and HLA-DQ8 is not required in pa-
tients with positive serological tests, but has a high nega-
tive predictive value in a group of asymptomatic patients.

Key words: celiac disease, diagnostics, serological tests,
genetic tests, TGA, EMA
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CELIAKUJA

Celiakija je kroni¢na, vecorganska, avtoimuna bolezen, ki
najpogosteje prizadene tanko ¢revo pri genetsko predispo-
niranih posameznikih (I). Ob uzivanju gliadina in ostalih
prolaminov v zitih se sprozita humoralni imunski odziv
z nastajanjem znacilnih protiteles (TGA, EMA, DGP) in
celicni imunski odziv (IFN-y, TNF-a, IL), ki povzrocita
atrofijo resic in okvaro sluznice tankega crevesa (2). Kli-
nicna slika celiakije je zelo raznolika in se lahko kaze z
nespecificnimi znaki in simptomi (3). Med bolj specifi¢ni-
mi je klasi¢na slika malabsorpcije, pogoste so tudi boleci-
ne v trebuhu in kronic¢na diareja (4).

EPIDEMIOLOSKI PODATKI

Prevalenca celiakije se je v zadnjih 50 letih moc¢no pove-
cala predvsem na racun sodobnejsih diagnosticnih pris-
topov in presejalnih testov pri posameznikih s povisanim
tveganjem za celiakijo. Ocenjujejo, da ima celiakijo nek-
je med 0,6 in 1 % splosne populacije, zato je ena najpogo-
stejsih genetsko pogojenih bolezni na svetu (6, 7). Pogo-
stost pojavljanja celiakije je vi§ja med sorodniki v prvem
kolenu (5-10 %) ter pri bolnikih z avtoimunimi obolenjt,
kot so sladkorna bolezen tipa 1, bolezni $¢itnice, avtoi-

Diagnosticiranje celiakije je kompleksno, zato bolezen po-
gosto ostaja neodkrita. Evropsko zdruzenje za pediatric-
no gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (ESPG-
HAN) je leta 1970 sprejelo enotna diagnosticna merila za
celiakijo, tako imenovana klasi¢na merila, ki so temeljila
na endoskopskem odvzemu vzorca sluznice tankega Cre-
vesa (biopsija). Sele revidirana merila ESPGHAN iz leta
2012 prvic ne temeljijo izkljucno na biopsiji. Od letosnjega
leta so v veljavi nove, posodobljene ESPGHAN smernice
2020. Njihova priporocila so plod sistematicnega pregle-
da literature in ocene klini¢ne uporabnosti (5).

muni hepatitis, selektivno pomanjkanje IgA ali revmato-
idne bolezni (8). Zaradi raznolike klini¢ne slike in $tevil-
nih spremljajocih simptomov ostaja velik delez bolnikov
neodkrit oziroma so tudi v srednji Evropi diagnosticirani
z zamudo (9). Teorija ledene gore ponazarja manjsi delez
ustrezno prepoznanih bolnikov znotraj mnogo ve¢je mno-
zice nediagnosticiranih s tiho oziroma latentno celiakijo
in poudarja pomen presejalnih testov pri klinicno asimp-
tomatskih bolnikih (10).

LABORATORULJSKI TESTI ZA DOKAZOVANUJE CELIAKIJE

Laboratorijska diagnostika celiakije je raznolika ter osnova-
na na kombinaciji seroloskega testiranja, molekularno-genet-
ske tipizacije in histopatoloskega pregleda biopsije sluznice
tankega crevesa. Nobeden od navedenih testov samostojno
ne zadosca za potrditev diagnoze (4). Osnovni in izkljucno
priotrocih tudi samozadostni laboratorijski test je serologija,
pri ¢emer morajo biti potrditveni seroloski testi in biopsija
opravljeni v ¢asu normalnega prehranjevanja (11). Hkrati s
tehnoloskim razvojem metod se je spremenil nabor diagno-
sticnih testov, s katerimi potrjujemo celiakijo v laboratoriju.

Serolosko testiranje za celiakijo
znacdilnih protiteles

Serolosko testiranje je neinvazivno in cenovno ugodno, zato
se uporablja za potrjevanje celiakije in kot presejalni test pri
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bolnikih s sumom na celiakijo. Pri otrocih in mladostnikih
lahko s stopenjskim doloc¢anjem protiteles v dveh razlicnih
vzorcih seruma diagnozo dokoncno potrdimo, medtem ko
pri odraslih ostaja zlati standard endoskopska preiskava in
histopatoloski pregled biopsije ¢revesne sluznice (12). Prvot-
no v serumu bolnikov s sumom na celiakijo vedno doloca-
mo celokupno koncentracijo imunoglobulinov IgA,
da izklju¢imo lazno negativen rezultat v primeru selektiv-
nega pomanjkanja IgA protiteles (13). Ce je njihova koncen-
tracyja znizana, dolocamo protitelesa razreda IgG (14,15).

Med specificna protitelesa, ki so najbolj znacilna za celiakijo,
uvrscamo protitelesa proti tkivni transglutaminazi (TGA)
razreda IgA in IgG, protitelesa proti endomiziju (EMA) ra-
zreda IgA in IgG ter protitelesa proti deamidiranim gliadin-
skim peptidom (DGP) razreda IgA in IgG. Dolocanje pro-



titeles proti gliadinu (AGA) se zaradi nizke specificnosti in
obcutljivosti testa za potrjevanje diagnoze v klini¢ni praksi
ne priporoca vec (16). Vsi seroloski testi imajo visoko pozi-
tivno napovedno vrednost — PNV, kar pomeni, da poziti-
ven rezultat z veliko verjetnostjo potrjuje diagnozo. Spo-
dnja tabela prikazuje obcutljivost in specificnost seroloskih
testov razlicnih, za celiakijo znacilnih protiteles (Tabela 1).
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Najvecjo specificnost izkazujejo protitelesa EMA (99 %), zato
so najprimernejsa za potrjevanje bolezni, medtem ko je viso-
ka obcutljivost protiteles TGA (98 %) primernejsa za prescja-
nje (4). Obcutljivost testov lahko pove¢amo s kombinacijo vec¢
razlicnih, vendar se ob tem zniza specificnost, zato to ni pripo-
rocljivo pri preiskovancih z nizjo verjetnostjo za celiakijo (11).

Tabela 1: Obéutljivost in specifi¢nost razli¢nih seroloskih testov (povzeto po Al-Toma et al., 2019)

Table 1: Sensitivity and specificity of different serological tests (according to Al-Toma et al., 2019)

Antigen Tip protiteles Obéutljivost,%(rang) Specifiénost, %(rang)
IgA 85 (57-100) 90 (47-94)
Gliadin
IgG 80 (42-100) 80 (50-94)
IgA 95 (86-100) 99 (97-100)
Endomizij
IgG 80 (70-90) 97 (95-100)
IgA 98 (78-100) 98 (90-100)
Tkivna transglutaminaza
IgG 79 (45-95) 95 (94-100)
IgA 88 (74-100) 90 (80-95)
Deamidirani gliadinski peptidi
IgG 80 (70-95) 98 (95-100)

Tkivna transglutaminaza (tT'G) je encim velikosti 76
kD, sestavljen iz 686 aminokislin in v telesu opravlja raz-
licne fizioloske funkcije, katalizira kovalentno prec¢no po-
vezavo proteinov z glutaminskimi ostanki, sodeluje pri re-
gulaciji celicne proliferacije, diferenciacije in apoptoze (17,
18). Encim tT'G ima poglavitno vlogo v patogenezi celiaki-
je, deamidira glutaminske ostanke gliadina ter s tem olaj-
$a njegovo vezavo na molekule histokompatibilnostnega
kompleksa na antigen predstavitvenih celicah (19). Imu-
nogeni gliadin prepoznajo limfociti CD4, katerih aktiva-
cija sprozi tako celi¢ni imunski odziv preko tvorbe infla-
matornih citokinov kot tudi humoralni imunski odziv z
nastajanjem razlicnih protiteles (20). Dolocanje protite-
les proti tkivni transglutaminazi razreda IgA (TGA-IgA)
je najbolj razsirjen in uporabljen test pri diagnosticiranju
celiakije, obcutljivost in specificnost testa pri nezdravlje-
nih bolnikih je nad 98 %. Protitelesa TGA-IgA/IgG do-

lo¢amo z encimsko-imunskim testom (ELISA) ali redkeje
radio-imunskim testom (RIA). Vi§ji kot je titer protiteles
TGA, vecja je verjetnost za resnicno pozitiven rezultat (4).
Za neinvazivno testiranje vec¢jih populacij so na voljo tudi
hitri presejalni testi za kakovostno dolocanje specificnih
protiteles, ki temeljijo na imunokromatografski metodi.

Protitelesa proti endomiziju (EMA) so bila prvi po-
membnejsi diagnosticni test za potrjevanje celiakije, Se po-
sebej pa je bilo pomembno odkritje leta 1997, da je TGA
tarcni antigen za endomizijska protitelesa (21). Protitelesa
EMA dolo¢amo na osnovi indirektne imunofluorescence
(IIF) na antigenskem substratu (tkivo opic¢jega poziralnika,
cloveske popkovnice ali celi¢ne linije). Avtoprotitelesa iz
seruma se vezejo na antigene na objektnem steklu, doda-
mo sekundarno protitelo, oznaceno s fluorescentnim bar-
vilom, nato pod fluorescen¢nim mikroskopom pri valovni
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dolzini 515 nm opazujemo razlicne tipe in jakosti imu-
nofluorescence. Stevilne $tudije so potrdile, da je dolo¢a-
nje protiteles TGA najbolj obcutljiv in doloc¢anje protiteles
EMA najbolj specificen test za potrjevanje celiakije (10, 22).

Deamidirani gliadinski peptidi (DGP) nastajajo po
deamidaciji gliadina s TGA v sluznici tankega crevesa
samo v primeru celiakije. Test DGP-IgA ima sprejemlji-
vo, vendar nizjo pozitivno napovedno vrednost (70 %) kot
dolocanje protiteles TGA-IgA. Dolocamo ga z encimsko-
-imunskim testom. Dolocanje protiteles DGP in TGA ra-
zreda IgG skupaj je najboljsi pristop za potrjevanje celi-
akije pri osebah s selektivnim pomanjkanjem IgA (4, 16).

Molekularno-genetsko testiranje
celiakije - HLA-DQ2 in HLA-DQS
tipizacija

Celiakija je multifaktorska bolezen, pri njenem nastanku
sodelujejo tako okoljski (gliadin in ostali prolamini v zi-
tih) kot tudi genetski dejavniki. Glavno vlogo pri razvoju
celiakije pripisujejo genom poglavitnega histokompatibil-
nostnega kompleksa, pri cloveku HLA (humani levkoci-
tni antigeni) (23).

Avstralska $tudija na skupini 356 bolnikov s celiakijo je po-
kazala, da je HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 pozitivnih skupno
kar 99,6 % bolnikov, ter da je proizvodnja TGA ali EMA
protiteles odvisna od prisotnosti genov HLA-DQ2/DQ8.
Vecina bolnikov (95 %) ima prisotno alelno varianto HLA-
-DO2 (DOAT*05/DOQBI1#02), redki (cca. 5 %) pa varianto
HLA-DQ8 (DOA1*03/DQB1¥0302) (24). Prav tako je ve-
lika vseevropska studija na 1008 preiskovancih potrdila
1zjemno nizko stopnjo odsotnosti nosilcev DQ2 ali DQ8
alelov med bolniki s celiakijo (61/1008) (25). Posamezni-
ki, ki imajo dvojno kopijo DQBI1*02 (DR3-DQ2 homozi-
goti ali DR3-DQ2/DR7-DQ2 heterozigoti), imajo izrazi-
to povisano tveganje za razvoj celiakije (24, 25). Glede na
dejstvo, da so aleli HLA DQ2/DQ8 pogosto prisotni tudi
v splosni populaciji, ima test nizko specificnost in se zato
ne uporablja za potrjevanje bolezni. Kljub nizki specific-
nosti pa ima tipizacija HLA-DQ2 in HLA-DQ8 zelo viso-
ko negativno napovedno vrednost (99 %), zato so genetski
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testi uporabni za izkljuCevanje celiakije pri ljudeh z viso-
kim tveganjem (SBT1, ostala avtoimuna obolenja) in pri
bolnikih, pri katerih tezko postavimo diagnozo zaradi na-
sprotujocih si izvidov (3).

Prisotnost alelov HLA-DQ2 in HLA-DQS8 dolo¢amo z
metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (re-
al-time PCR ali qPCR) s hidrolizirajocimi sondami za de-
tekeijo specificnih zaporedij (TagMan). Sonde sestavljajo
oligonukleotidna zaporedja z dusilnim in reporterskim bar-
vilom, pri ¢emer dusilno barvilo zaradi blizine ne omo-
goca absorpcije in emisije reporterskega. Med pomnoze-
vanjem polimeraza v realnem casu s svojo eksonukleazno
aktivnostjo razgradi sondo za detekcijo specificnih zapo-
redij, ki se nahaja sredi matricne DNA med zacetnima
oligonukleotidoma. Pri razgradnji sond se sprosti repor-
tersko barvilo, ki tako ni vec¢ v blizini dusilnega in zato
fluorescira pri znacilni valovni dolzini ter omogoca spre-
mljanje pomnozevanja produkta ter s tem prisotnost spe-
cificnega alela. Obstajajo razli¢ni diagnosti¢ni kompleti
za detekeijo HLA, vendar nobeden ne omogoca dolocit-
ve vseh moznih alelnih variant (26, 27).

Histopatoloska analiza sluznice
tankega crevesa

Biopsija sluznice tankega Crevesa je dolga leta veljala za
zlati standard v diagnostiki celiakije. Pri bolnikih se
na sluznici pojavljajo znacilne morfoloske spremembe, ki
se kazejo z atrofijo ¢revesnih resic, poglobitvijo kript v ¢re-
vesni sluznici in pomnozitvijo limfocitov med epitelnimi
celicami (28). Za ocenjevanje stopnje okvare sluznice se
uporablja modificirana Marsh-Oberhuberjeva klasifika-
cija, s katero spremembe sluznice tankega Crevesa razvr-
stimo v stopnje od 0 do 3 (Tabela 2) (29, 30, 31). Za celia-
kijo so najznacilnejse spremembe 3. stopnje, ki jih delimo
$e na podskupine 3a, 3b in 3c. Klju¢no merilo pri opre-
delitvi celiakije je atrofija oziroma krajsanje crevesnih re-
sic. Za dokonc¢no potrditev celiakije je treba opraviti vsaj
stir1 biopsjje distalnega dela dvanajstnika in vsaj eno bio-
psijo zacetnega bulbusa dvanajstnika v ¢asu normalnega
vnosa glutena (31, 32).
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Tabela 2: Modificirana Marsh-Oberhuberjeva klasifikacija histopatoloskih sprememb pri celiakiji (povzeto po Oberhuber et al., 2000)

Table 2: Modified Marsh-Oberhuber classification of histopathological changes in celiac disease (adopted from Oberhuber et al., 2000)

:;:fsnhij po St'le(‘)lti)I:::tery:ecztilzi\t‘alri\:if;iitlj;’ / Hiperplazija kript | Crevesne resice oz. vilusi
0 <40 Ni prisotna Normalne

1 >40 Ni prisotna Normalne

2 >40 Prisotna Normalne

3a >40 Prisotna Blaga atrofija

3b >40 Prisotna Zmerna atrofija

3¢ >40 Prisotna Popolna atrofija

NOVE SMERNICE ZA DIAGNOSTIKO CELIAKLJE PRI

OTROCIH IN MLADOSTNIKIH

Klasi¢ne smernice Evropskega zdruzenja za pediatricno
gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano so bile revidi-
rane leta 1990, leta 2012 pa so dozivele temeljito prenovo.
Glavna novost smernic ESPHGAN iz leta 2012 je bila, da
lahko gastroenterolog pri otrocih in mladostnikih z znaki ali
simptomi, ki kazejo na celiakijo, postavi diagnozo brez bio-
psije sluznice tankega crevesa (12, 15, 33). Pri tem pristopu
morajo biti izpolnjeni naslednji pogoji:

* vserumu morajo biti vrednosti TGA-IgA > 10-krat

nad zgornjo mejo normalnih vrednosti;

* protitelesa EMA morajo biti pozitivna v sekundarnem
serumskem vzorcu;

* genetski testi za HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 morajo biti

pozitivni.

V letu 2019 sta obe najvecii evropski strokovni zdruzenji za
celiakijo, ESPHGAN (primarno za otrosko populacijo) in
Evropsko zdruzenje za preucevanje celiakije, EScCD (pri-
marno za odrasle) izkazali potrebo po posodobitvi obstoje-
¢ih smernic za vodenje celiakije ter ostalih z glutenom pove-
zanih bolezni (4, 5). Delovna skupina za celiakijo, imenovana
pri ESPGHAN, je temeljito preucila klini¢na in diagnostic-
na vprasanja ter v skladu z dokazi podprte medicine izdala

nove posodobljene smernice za diagnostiko celiakije
2020 pri otrocih in mladostnikih ().

Klini¢na slika celiakije je zelo raznolika, zato je po novih
smernicah testiranje na celiakijo priporoceno ob naslednjih
klini¢nih znakih in simptomih (5, 34):
* gastrointestinalni znaki: kroni¢na ali obcasna diareja,
kroni¢no zaprtje, abdominalne bolecine, ponavljajoca
se slabost in bruhanje;

e ckstraintestinalni znaki: izguba teze, zaostanek v
rasti, pozna puberteta in amenoreja, nevropatija,

artritis, kronicna anemija zaradi pomanjkanja zeleza,
zmanj$ana kostna gostota (osteopenija, osteoporoza),
kroni¢na utrujenost, artritis, kroni¢na anemija zaradi
pomanjkanja zeleza, ponavljajoce se razjede v ustih,
kozni izpus$caj, nepravilnosti zobne sklenine;

e specificna stanja: sorodnik v prvem kolenu s celiakijo,
avtoimunska obolenja (SBT'1, bolezni $¢itnice, jetrne
bolezni), pomanjkanje IgA, Downov sindrom,
Turnerjev sindrom, Williams-Beuren sindrom.

Dokonc¢na potrditev celiakije je kompleksna in osnovana na
kombinaciji klini¢nih, seroloskih in histopatoloskih izsled-
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kov. Medtem ko pri odraslih ostaja zlati standard endoskop-  35). Posodobljenti so tudi algoritmi, ki se v osnovi razlikujejo
ska preiskava s histopatoloskim pregledom biopsije, lahko pri med bolniki s klini¢nimi znaki oziroma bolniki s povisanim
pediatri¢nih bolnikih postavimo diagnozo tudi brez biopsije tveganjem za celiakijo (asimptomatski bolniki) ter bolniki s
tankega crevesa samo na podlagi seroloskega testiranja (34, selektivnim pomanjkanjem IgA (Slika 1).
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Slika 1: Diagnosticni algoritem laboratorijskih testov pri potrievanju celiakije (prirejeno po Husby et al., 2020). 1. Primarni nivo: osnovni testi. 2.
Specialistiéni nivo: potrditveni testi

Figure 1: Diagnostic algorithm of laboratory testing in celiac disease (adopted and simplified after Husby et al., 2020). 1. Primary care: initial testing, 2.
Specialist care: confirmatory festing

Legenda:

--» ob ponovljenih normalnih celokupnih IgA in klinicenem sumu je treba upostevati moznost lazno negativne
serologije ter razmisliti o izvedbi molekularno-genetskega HLA testiranja

? potreben je posvet med bolnikom, starsi in pediatri¢nim gastroenterologom
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Kot osnovni presejalni test pri bolnikih s sumom na celi-
akijo in asimptomatskih bolnikih s povisanim tveganjem
za celiakijo se priporoca dolocanje celokupnih IgA in pro-
titeles TGA-IgA (36). Pri tem se diagnosti¢ni postopek ne
razlikuje med simptomatskimi in asimptomatskimi bolni-
ki (4). Pri skupini otrok in mladostnikov, ki kazejo znacilne
klini¢ne znake za celiakijo ter seroloska testiranja pokaze-
jo normalne vrednosti celokupnih IgA in hkrati zelo po-
visane vrednosti protiteles TGA-IgA (vec kot 10-krat nad
zgornjo mejo normale), lahko postavimo diagnozo brez
biopsije sluznice tankega crevesa (37). Prisotnost specific-
nih protiteles EMA-IgA moramo v tem primeru potrditi
v drugem serumskem vzorcu, medtem ko se genetsko te-
stiranje ne priporoca vec (5, 33, 35). Pogojno priporocilo
je, da lahko celiakijo diagnosticiramo brez biopsije ¢re-
vesne sluznice tudi pri asimptomatskih otrocth, ¢e so upo-
Stevana enaka merila kot pri otrocih s simptomi. Ob tem
je treba upostevati, da je raven TGA-IgA pri simptomat-
skih otrocih vigja kot pri asimptomatskih. Ce so rezulta-
ti zacetnega seroloskega testiranja pozitivni, morajo biti
bolniki napoteni na specialisticno obravnavo na sekun-
darnem/terciarnem nivoju, kjer imajo moznost multidi-
sciplinarne obravnave (gastroeneterolog, dietetik, psiho-
log ter ostali specialisti po potrebi) (5).

ZAKLJUCEK

V prihodnjih letih bo klju¢no spremljanje implementaci-
je novih smernic za dolocanje celiakije in natan¢no upo-
stevanje priporocil v sklopu laboratorijskih testov. Pojavlja
se potreba po enotnem standardu, ki bo omogocil nepos-
redno primerjavo razli¢nih seroloskih testov za doloc¢anje
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POVZETEK

Mitohondriji so celi¢ni organeli, vkljuceni v pomembne
celicne procese evkariontske celice. Njihova znacilnost je
lastni man;jsi genom (mtDINA), ostanek prvobitne aerobne
prokariontske celice, ki je bil v procesu vkljucitve te celice
v endosimbiotski odnos z evkariontsko celico, pred okoli
1,5 miljjarde let, izrazito zreduciran. Vec¢ina genov za mi-
tohondrijske proteine se tako nahaja v celi¢nem jedru. Si-
rok nabor celi¢nih procesov, ki jih regulirajo mitohondriji,
pa se odraza tudi v velikem $tevilu raznovrstnih bolezni,
ki so povezane z motnjo delovanja tega celicnega organe-
la. V sklopu tega strokovnega clanka se bomo na kratko
dotaknili klini¢nih fenotipov, ki so povezani z motnjo de-
lovanja mitohondrijev, ter laboratorijskih diagnosticnih
metod in postopkov, ki so trenutno aktualni za diagnosti-
ko mitohondrijskih bolezni.

Kljuéne besede: mitohondrij, mitohondrijske bolezni, di-
agnostika, NGS, genetika

ABSTRACT

Mitochondria are cellular organelles involved in multiple
important processes of eukaryotic cell. They harbor their
own, small genome (mtDNA), a residue of first prokaryotic
cells incorporated into the eukaryotic cells during the en-
dosymbiotic process of mitochondria development about
1.5 billion years ago. This genome has been significantly
reduces and today, most genes of mitochondria proteins
are encoded in the cellular nucleus. The broad function of
mitochondria is directly associated with broad spectrum
of human diseases that are result of mitochondrial dys-
function. We will briefly go through the associated clini-
cal phenotypes and current laboratory diagnostic proced-
ures applied in the diagnostics of mitochondrial disorders.

Keywords: mitochondria, mitochondrial disorders, dia-
gnostics, NGS, genetics
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UvoD

Mitohondriji so klju¢ni organeli evkariontske celice, ki re- nevroloske in ne-nevroloske fenotipe, predstavljajo pa zelo
gulirajo energetsko homeostazo, celicno signalizacijo, iz-  raznovrstne zaplete in motnje — od respiratorne odpovedi,
razanje genov, celicni nivo kalcija in celicno smrt (1). Po- odpovedi jeter, pankreatitisa in sladkorne bolezni ter za-
sebnost mitohondrijev je, da imajo lasten (mitohondrijski) ostanka v rasti, pa do opti¢ne atrofije, epilepsij in ataksij,
genom (mtDNA), v katerem je kodiranih 13 mitohondrij-  miopatije ter periferne nevropatije (2). Analiza genetske-
skih proteinov, 22 mitohondrijskih tRNA molekulin 2 mi-  ga ozadja mitohondrijskih bolezni zajema tako usmerjeno
tohondrijski ribosomalni RNA molekuli. Velika vec¢ina (ve¢ analizo mtDNA, kot tudi analizo nuklearnih genov, ki so
kot 1000) mitohondrijskih proteinov pa je zapisanih v jedr- povezani s funkcijo mitohondrija. Razvoj tehnologije nas-
ni DNA (nDNA) in se po sintezi v endoplazmatskem reti- lednje generacije sekvenciranja DNA (NGS) je omogocil
kulumu preko kompleksnih transportnih mehanizmov pre- hkratno analizo tako mtDNA, kot tudi celotnega spektra
nasajo v mitohondrij (2). Raznovrstnost mitohondrijskih z mitohondriji povezanih nuklearnih genov, kar je izra-
funkcij igra vlogo tudi pri sirokem spektru bolezni, ki so zito pospesilo diagnostiko mitohondrijskih bolezni in po-
povezane z motnjami v delovanju mitohondrijev. Klinic- membno skrajsalo ¢as do samega molekularno-diagno-
ne fenotipe mitohondrijskih bolezni v grobem delimo na sticnega rezultata (3).

OSNOVNA STRUKTURA IN FUNKCIJA

Mitohondrij je celicni organel z dvojno membrano, kiomo-  hondrijskim matriksom zagotavlja proces oksidativne fos-
goca vzpostavitev protonskega gradienta, ki je kljuc¢en pri forilacije, ki poteka na komponentah dihalne verige, ki se
sintezi molekul ATP. Energijo za vzpostavitev protonske- nahajajo na notranji membrani (Slika 1).

ga gradienta med medmembranskim prostorom in mito-

ZUNANJA NOTRANJA
MEMBRANA MEMBRANA MATRIKS

PROTEINI DIHALNE
VERIGE

MEDMEMBRANSKI

KRISTE
PROSTOR

Slika 1: Osnovna struktura mitohondrija

Figure 1: Basic mitochondria structure
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V osnovi gre za prenos elektronov iz molekul nikotinamid
adenin dinukleotida (NADH), preko proteinskih komplek-
sov [-IV dihalne verige, na molekule kisika kot kon¢nega
prejemnika elektronov. Energija tega procesa omogoca, da

LABORATORIJSKA MEDICINA

proteinski kompleksi I, ITT in IV delujejo kot protonske ¢r-
palke v medmembranski prostor. Tako nakopic¢eno energi-
jo protonskega gradienta uporabi proteinski kompleks ATP
sintaze za fosforilacijo molekule ADP v ATP (4).

DEDOVANUJE IN HETEROPLAZMUJA

Velika vec¢ina mitohondrijskih proteinov (ve¢ kot 1000)
je kodirana v jedrni DNA, na mtDNA pa se nahaja za-
pis za 37 genov; 13 jih zapisuje proteine dihalne verige,
22 jih zapisuje mitohondrijske prenasalne RNA moleku-
le (tRNA), veliko podenoto ribosoma 16s in malo pode-
noto ribosoma 12s. V posamezni celici se lahko naha-
ja tudi do 10.000 kopyy mtDNA, posamezen mitohondrij
lahko vsebuje tudi do 10 kopij mtDNA. Cloveiko mtDNA
sestavlja 16.569 baznih parov, pakiranih v krozno dvove-
rizno molekulo. Geni, zapisani na mtDNA, ne vsebujejo
intronov, kar je dodaten indic, da so se mitohondriji raz-
vili 1z simbioze med evkariontsko celico in prokariontom.
Vec kot 90 % mitohondrijskega genoma predstavlja kodi-
rajocCa regija, pomemben element nekodirajoce regije pa
je D-zanka, kjer se nahaja iniciacijsko mesto zacetka re-
plikacije mtDNA (5-7). Posebnost mitohondrijev je, da se

pri sesalcih dedujejo po materi. Ker je okolje v mitohon-
driju nasiceno z visoko reaktivnimi spojinami in mtDNA
ni zascitena s histonskimi proteinskimi kompleksi, je de-
lez genetskih sprememb 10- do 20-krat visji kot v jedrni
DNA. V celicah posameznika imajo lahko vsi mitohondri-
jt enako mtDNA, kar imenujemo homoplazmija, ¢e pa je
del mtDNA mutiran, to stanje imenujemo heteroplazmi-
ja. Ugotavljanje stopnje heteroplazmije pri materi je zato
pomembno za zagotavljanje ustreznega genetskega sve-
tovanja in napovedovanja verjetnosti prenosa okvarjenih
mitohondrijev na plod. Klini¢no zdrava mati z nizko sto-
penjsko heteroplazmijo patoloske spremembe v mtDNA
lahko tako okvarjene mitohondrije prenese na plod, kjer
pa se zaradi vi§jega deleza okvarjenih mitohondrijev (ho-
moplazmija ali vi§jestopenjska heteroplazmija) razvije mi-
tohondrijska bolezen (8).

BOLEZNI, POVEZANE Z MOTNJO FUNKCIJE

MITOHONDRIJA

Vzrok za razvoj mitohondrijske bolezni je lahko genetska
okvara nuklearnih genov ali pa prisotnost patoloske raz-
licice v mtDNA. Pomemben dejavnik pri mitohondrijski
motnji, ki 1zvira iz okvare mtDNA, je tudi morebitna sto-
pnja heteroplazmije oz. homoplazmija patoloske razlicice,
ki se odraza v tem, kako hudi in kateri specifi¢ni klini¢ni
znaki se razvijejo pri posamezniku. Heteroplazmija je lah-
ko sistemska, razsirjena po vsch celicah/tkivih organizma,
ali pa je patoloska razlicica prevladujoca le v enem organu,
specificnih tkivih, kar zopet vpliva na potek in izrazenost
mitohondrijske bolezni, prav tako pa lahko pomembno
vpliva na uspesnost genetske diagnostike, saj lahko zara-
di tkivno specificne heteroplazmije, znacilne npr. za pro-
gresivno eksterno oftalmoplegijo, ob analizi neustreznega
tkiva pride do lazno negativnega rezultata. (1,2, 5-7, 9).
Minimalna stopnja heteroplazmije okvarjene mtDNA, da

se bolezen izrazi, je odvisna od tipa genetske spremembe
in posameznega tkiva, ki ga prizadene, okvirno pa se ta
meja giblje med 60 in 90 %. Sama stopnja heteroplazmi-
je lahko vpliva tudi na tip izrazene mitohondrijske bolez-
ni. Na primer sindrom MELAS se praviloma izrazi ze ob
nizjih stopnjah heteroplazmije, medtem ko se sindrom Le-
1gh lahko ne izrazi niti ob stopnji heteroplazmije, visji od
60 % (10). V grobem lo¢imo med mitohondrijskimi bolez-
nimi, ki se izrazijo v otroski dobi, in tistimi, ki se izrazijo
v odrasli. Mitohondrijske bolezni, ki se izrazijo ze v otro-
ski dobi, imajo obic¢ajno tezji potek z razmeroma splo$ni-
mi in nespecificnimi klini¢nimi znaki, ki segajo od zasto-
ja v razvoju, encefalopatije, hipotonije in drugih (11). Bolj
pomembne oz. znane mitohondrijske bolezni, ki nastopijo
obi¢ajno ze v otroski dobi, so sindrom Kearns-Sayre, Pe-
arsonov sindrom ter Leighov sindrom. Pri mitohondrij-
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skih boleznih odrasle dobe pa sindrom mitohondrijske
encefalopatije, laktatne acidoze in kapi podobne epizo-
de (MELAS), kroni¢na progresivna cksterna oftalmople-
gija (CPEO), nevropatija, ataksija in retinitis pigmentoza
(NARP), sindrom mioklonicne epilepsije z rdec¢imi razce-
franimi vlakni (MERRF) in Leberjeva hereditarna optic-
na nevropatija (LHON). Ob tem je pomembno poudariti,
da se lahko ta sklop mitohondrijskih bolezni izrazi v dolo-

¢enih primerih tudi pri otrocih in najstnikih. Tako se npr.
sindrom NARP lahko izrazi Ze v otrostvu, vendar ne na-
preduje oz. je lahko stabilen vse do odrasle dobe. Tocen
potek mitohondrijskih bolezni je izrazito odvisen od okvar-
jenega gena, obremenitve specificnega tkiva, stopnje he-
teroplazmije in tipa patoloske genetske spremembe, ki je
vzrok za izrazeno mitohondrijsko bolezen (11).

TEHNOLOGIJA ANALIZE miDNA IN Z MITHONDRUI
POVEZANIH NUKLEARNIH GENOV

Razvoj tehnologije sekvenciranja DNA naslednje generaci-
je (NGS) je omogocil masovni preboj v diagnostiki redkih
bolezni, ki so izredno raznovrstne in zajemajo ve¢ 10.000
genetskih sprememb v ve¢ 1000 genth (12-14). Med red-
ke bolezni spadajo tudi okvare v delovanju mitohondrijev,
pri katerih pa je treba razlikovati med analizo mtDNA in
genov, povezanih z mitohondrijsko funkcijo, ki se nahaja-
jo vjedrni DNA. Trenutno najbolj ckonomicna resitev je se
vedno tar¢na obogatitev genomskih regij, ki so diagnostic-
no pomembne. Pri genetiki mitohondrijskih bolezni to po-
meni aplikacijo kombinacije specificnih komplementarnih
kratkoveriznih oligonukleotidnih sond, ki se hibridizirajo na
specificne regije genoma, ki jih zelimo analizirati. Te sonde
so funkcionalizirane z molekulami biotina, kar omogoca,
da jih po hibridizaciji, skupaj z vezanimi fragmenti DNA
preiskovanca, izoliramo z uporabo streptavidinskih para-
magnetnih nanodelcev. Tako izoliran (obogaten) nabor fra-
gmentov DNA preiskovanca imenujemo DNA knjiznica, ki
jo nato sekvenciramo na NGS sekvenatorju. Po bioinforma-
cyjski obdelavi podatkov, med katero sekvencirane fragmen-
te nalegamo na referen¢na zaporedja humanega genoma in

ZAKLJUCEK

Siroko podrocje mitohondrijskih bolezni zajema ve¢ tiso¢
genetskih dejavnikov, ki so razporejeni med nuklearni ge-
nom celice in specificni mitohondrijski genom samega or-
ganela. Izrazeni klini¢ni fenotip je odvisen od vec dejav-
nikov — specificnega gena, ki je okvarjen, tipa patoloske
razlicice, ter v primeru patoloskih razli¢ic v mitohondrij-
skem genomu, od deleza mitohondrijskih genomov, ki to
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1z razlik identificiramo prisotne genetske spremembe, lahko
preko specificnih postopkov filtriranja teh genetskih spre-
memb pridemo do patoloskih razlicic, ki so pomembne za
razvoj specificne mitohondrijske bolezni, opredelimo stop-
njo heteroplazmije pri preiskovancu in njegovi materi, ter
tako omogocimo ucinkovito genetsko svetovanje druzini in
morebitno klini¢no intervencijo za bolnika (Ce je le-ta na vo-
Jjo) (2, 3, 15). S padanjem cen sekvenciranja postaja vse bolj
dostopno tudi sekvenciranje celotnega humanega genoma,
pri katerem se lahko izognemo uporabi specificnih hibridi-
zacijskih sond, ki lahko v pripravo vzorca vnasajo doloceno
stopnjo napak in omejitev, s tem pa tudi postopek pripra-
ve DINA knjiznice pomembno skraj$samo (16, 17). V sklopu
sekvenciranja celotnega humanega genoma je zajeta tudi
celotna mtDNA z visoko kakovostnimi podatki, kar omo-
goca natancno opredelitev stopnje heteroplazmije, identifi-
kacijo razlicic v tevilu kopyj in strukturnih preureditev mi-
tohondrijskega genoma. Omenjene tehnologije in lastnosti
bodo postale se bolj pomembne v lu¢i razvoja novih klinic-
nih postopkov in farmakoloskih u¢inkovin za lajsanje ter
tudi zdravljenje mitohondrijskih bolezni v prihodnosti (15).

patolosko razli¢ico nosijo (stopnje heteroplazmije). Z ra-
zvojem novih tehnologij analize DNA (NGS) je postala
genetska diagnostika mitohondrijskih bolezni dostopnej-
$a, prav tako pa se je povecal diagnosticni izplen. Zmo-
gljivi in ustrezni diagnosti¢ni postopki bodo v prihodnosti
postali e pomembnejsi zaradi razvoja specificnih, perso-
naliziranih in tarc¢nih klini¢nih intervencij.
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POVZETEK

Akutna limfoblastna (limfocitna) levkemija (ALL) je najpo-
gostejse maligno obolenje pri otrocih. Z boljsim razume-
vanjem bolezni in novimi pristopi zdravljenja se je prezi-
vetje teh bolnikov dvignilo nad 80 %. Genetska diagnostika
ALL je klju¢na pri postavljanju diagnoze, ocenjevanju tve-
ganja in izbiri ustreznega zdravljenja. Citogenetske preiska-
ve (kariotip in FISH (flourescencna hibridizacija in situ))
in RT-PCR (obratna transkripcija in verizna reakcija s po-
limerazo) nam omogocajo prepoznavo anevploidij in pri-
sotnosti nekaterih najpogostejsih translokacyj. Z metodo
MULPA (angl. Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication) lahko odkrijemo vecje delecyje in duplikacije v
posameznih genih in z njimi povezane nove prognosticne
profile, kot je IKZF1”"™. V ospredje pa zdaj prihajajo pred-
vsem metode sekvenciranja nove generacije, ki omogoca-
jo boljsi vpogled v patogenezo bolezni, opredelitev novih
genetskih podtipov, prepoznavo novih prognosti¢nih de-
javnikov in morebitnih terapevtskih tarc. Prav tako lah-
ko z njimi spremljamo klonalno dinamiko med zdravlje-
njem in ob ponovitvi bolezni, kar odpira nove moznosti
za boljso obravnavo teh bolnikov.

Kljuéne besede: akutna limfoblastna levkemija, otroci,
genetika, IKZF1""

LABORATORIJSKA MEDICINA 2021, 3t. 3: strani od 60 do 65

ABSTRACT

Acute lymphoblastic (fymphocytic) leukemia (ALL) is the most

common malignancy of childhood. Due to major advances in

the understanding of disease biology and the development of
new intensified treatment protocols, the overall survival rates

have risen above 80 %. Comprehensive laboratory diagnos-
tics are crucial for risk stratification and treatment selection.
Chromosomal karyotyping, Fluorescence In Situ Hybridiza-
tion (FISH), and Reverse Transcription Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR) are used to identify aneuploidies and the

most common chromosomal translocations. Multiplex Liga-
tion-dependent Probe Amplification (MLPA) enables the dis-
covery of large-scale deletions and duplications in individu-
al genes. Using this method, a new prognostic profile with a

poor prognosis, IKZF™™, was identified. At the forefront now

are the next-generation sequencing methods that give us a bet-
ter insight into the disease pathogenesis, enable the identifi-
cation of novel genetic subtypes, new prognostic factors, and

genetic lesions which could serve as new potential therapeu-
tic targets. NGS also allows the monitoring of clonal dynam-
ics during therapy and at relapse, which opens up new pos-
sibilities for better treatment of patients with relapsed ALL.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, children, gene-
tics, IKZF 17"



UuvoD

Levkemija je rak krvnih celic in kostnega mozga. Gre za
heterogeno skupino bolezni, ki jih delimo glede na vrsto
prizadetih celic (mieloblastne (mieloi¢ne) ali limfoblastne
(limfati¢ne)) in hitrost napredovanja bolezni (akutne ali
kronicne) (1). Akutna limfoblastna (limfocitna) levkemija
(ALL) je najpogostejsa rakava bolezen pri otrocih: pred-
stavlja priblizno 25 % vseh rakavih bolezni pri otrocih (2).
Pri ALL gre za maligno transformacijo nezrelih predni-
skih celic limfati¢nih celic B in T (limfoblastov), kar vodi
v pretirano namnozitev blastov v kostnem mozgu. Ti iz-
podrinejo zdrave celice kostnega mozga, s cimer je ovirana
normalna hematopoeza. Pri bolnikih se to kaze kot ane-
mija in z njo povezani bledica ter utrujenost, nagnjenost h
krvavitvam in zmanjsan imunski odziv (1, 3). ALL se glede
naizvor blastov deli na B- in T-celi¢no. ALL je primarno
bolezen otroske dobe. Najpogostejsa je pri otrocih, starith
2-5 let, pogostejsa je pri deckih (2, 4). Drugi vrh pojav-
nosti je pri odraslih, starejsih od 60 let (4). V Sloveniji za
ALL zboli povprecno 13 otrok letno (5). Vec kot dve tretji-
ni ALL predstavlja B-celi¢cna (4). ALL predstavlja skupino
genetskih bolezni, ki so posledica strukturnih sprememb
kromosomov, sprememb njihovega stevila in nukleotidnih
sprememb v genih, ki kodirajo zapise za transkripcijske
faktorje, odgovorne za diferenciacijo in proliferacijo lim-
focitov, tumorsupresorje, proteine, ki regulirajo celi¢ni ci-
kel, in epigenetske faktorje. Uspesnost zdravljenja ALL pri
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otrocih je v zadnjih letih narasla zahvaljujo¢ usmerjene-
mu zdravljenju in izboljSanju pri podpornem zdravljenju.
Petletno prezivetje otrok v razvitih drzavah se giblje med
76 in 86 %, vendar je Se vedno vsaj 10 % bolnikov, ki so na
zdravljenje neodzivni ali imajo ponovitev bolezni (2). ALL
priotrocih z genetskega vidika ze dolgo sodijo med najbo-
lje raziskane maligne bolezni. Kljub velikemu napredku
v znanju o molekularnih spremembah je nase razumeva-
nje o tem, kako te spremembe med seboj sodelujejo pri na-
stanku levkemije ali odpornosti na zdravljenje, se vedno
pomanjkljivo. Novejse genetske raziskave so pomembno
prispevale k razumevanju levkemogeneze in prognoze ter
v nekaterih primerih omogocile razvoj tar¢nega zdravlje-
nja. Se posebej se usmerja raziskave v zdravljenje in opre-
delitev molekularnogenetskih sprememb pri bolnikih s po-
novitvijo bolezni. Pri razvoju ALL ima pomembno vlogo
kombinacija dejavnikov, med katere Stejemo podedovane
genetske spremembe, iniciacijske lezije (translokacije) in se-
kundarne spremembe. Podedovane genetske spremembe
predstavljajo predispozicijo za razvoj bolezni, iniciacijske
lezije in sckundarne spremembe pa vodijo do zaustavitve
normalnega razvoja limfati¢nih celic in motenj v stevil-
nih celi¢nih poteh, kar se odraza kot levkemija. Do pono-
vitve bolezni pride zaradi selekcije levkemic¢nih subklonov
ali pridobitve novih genetskih sprememb, ki zagotavljajo
odpornost na zdravljenje (6).

GENETSKE ZNACILNOSTI AKUTNE LIMFATICNE
LEVKEMIJE CELIC B (B-ALL) PRI OTROCIH

Hiper- in hipodiploidnost

Anevploidije delimo na hiperdiploidije (ve¢ kot 46 kromo-
somov) in hipodiploidije (manj kot 46 kromosomov). Viso-
ka hiperdiploidnost (ve¢ kot 50 kromosomov) je pri otro-
cih z B-ALL pogosta (25-30 %) in je povezana z dobro
prognozo. Hipodiploidnost je redkejsa; pojavlja se pri 6
% otrok z B-ALL, prognoza pa je odvisna od $tevila kro-
mosomov. V splosnem velja, da imajo bolniki s 45 kromo-
somi srednje dobro prognozo, tisti z manj kot 45 kromo-
somi pa slabo (6).

Translokacije

Pri translokacijah pride do fuzije dveh genov in s tem na-
stanka himernega proteina, ki ima drugacne lastnosti kot
izhodna proteina. Translokacije so lahko uravnotezene
ali neuravnotezene, pri B-ALL gre v vecini primerov za
neuravnotezene translokacije. V to skupino spadajo zna-
cilne translokacije, kot so t(12;21) [ET'V6-RUNX1], t(1;19)
[TCF3-PBX1], 1(9;22) [BCR-ABLI] in preureditve gena
KM'T2A, ki so podrobneje opisane v nadaljevanju.
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Translokacija t(12;21) je najpogostejsa pri otrocih z ALL;
pri otrocih z B-ALL se pojavlja pri 15-25 % (7). Pri tej
translokaciji pride do fuzije gena ET'V6 (TEL) na kromo-
somu 12p13.2 z genom RUNXI (AML) na 21q22.1. Re-
zultat je fuzijski protein ETV6-RUNXI, sestavljen iz 5'-
HLH domene (vijac¢nica-zanka-vijacnica) proteina ETV6 in
3'-DNA-vezavne in aktivacijske domene proteina RUNX1
(8). Fuzijski protein zavira aktivacijo izrazanja genov, ki so
obicajno pod nadzorom transkripcijskega faktorja RUNXI.
Translokacija t(12;21) je povezana z dobro prognozo (9).

V skupini translokacij, ki vkljucujejo gen KMT2A (MLL),
je najpogostejsa translokacija t(4;11), za katero je znacilna
fuzija gena KMT2A (MLL) na kromosomu 11¢23.3 z ge-
nom AFFI (AF4) na 4q21.3 (10). KMT2A je DNA-vezav-
ni protein z metilazno aktivnostjo (H3K4), ki pozitivno
regulira izrazanje genov z vezavo na promotorje razlic-
nih genov. Mednje sodijo Stevilni geni HOX, ki imajo po-
membno vlogo v hematopoezi in razvoju limfati¢nih ce-
lic. Prognoza otrok s t(4;11) je slaba (11).

Translokacijo t(9;22), ki privede do skrajsanega kromosoma
22, oznacujemo tudi z imenom Philadelphia kromosom (Ph).
Pojavlja se pri priblizno 5 % otrok z ALL (12). Pri tej translo-
kaciji nastane ena od oblik fuzijskega proteina BCR-ABLI, ki
deluje kot konstitutivno aktivna tirozin kinaza. BCR-ABL1
vpliva na signalne poti, ki vodijo v povecano proliferacijo,
motnje v diferenciaciji in odpornost na apoptozo. Progno-
za otrok s Ph-pozitivno ALL, zdravljenih s standardno ke-
moterapijo, je slaba. Kombinacija kemoterapije in zaviral-
cev tirozin kinaze (TKI) izboljsa celokupno prezivetje (13).

Translokacija t(1;19) vkljucuje gen TCF3 (E2A) na kromo-
somu 19p13 in gen PBXI na kromosomu 1q23. Gen TCF'3
zapisuje ve¢ transkripcijskih faktorjev, kamor spadata E12
in E47. Ta se vezeta na ojacevalne in regulatorne elemente
tarcnih genov. PBX1 prav tako deluje kot transkripcijski
faktor. Fuzijski protein TCF3-PBXI je sestavljen iz tran-
skripcijsko aktivacijske domene E12/E47 in DNA-vezav-
ne domene PBX. Deluje kot transkripcijski aktivator, ki
povzroca levkemogenezo (11).

Genetske nepravilnosti pri
normalnem kariotipu

V nekaterih primerih B-ALL ni nobenih kromosomskih
nepravilnosti, so pa prisotne genetske nepravilnosti, ki vo-
dijo v spremenjeno izrazanje genov ali nastanek novih fu-
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zijskih proteinov. Z genomskimi analizami so dolocili, da
gre pri tem za gene, ki regulirajo razvoj limfocitov (14), in
gene celi¢nega cikla (15). V raziskavi 242 bolnikov z ALL
so ugotovili, da ima skupno 40 % bolnikov z B-ALL priso-
tne delecije, amplifikacije, tockovne spremembe ali struk-
turne spremembe v genih, ki regulirajo razvoj B-limfocitov.
Najpogostejsa tarca je bil gen PAX)5, ki je bil spremenjen
pri vec kot 30 % bolnikov (14).

Gen IKZF1

Gen IKZFI kodira IKAROS, transkripcijski faktor z moti-
vi cinkovega prsta, ki je nujen za diferenciacijo hematopo-
etskih celic v limfati¢ne. Tvorba dimerov poveca afiniteto
vezave na DNA (16). Zaradi alternativnega spajanja ekso-
nov obstaja vsaj osem razlicnih izooblik IKZF1 (IK1-8).

Osvetlitev vloge IKZF1 je omogocila identifikacija genov
v predniskih celicah limfocitov B, na katere se ta veze in
jih regulira. Ferreiros in sod. so z genomskim kartiranjem
ugotovili, da tarce IKZF1 predstavljajo polovico vseh ge-
nov, ki se povecano izrazajo med diferenciacijo celic B.
Gent, ki jih regulira IKZF1, so udelezeni pri klju¢nih pro-
cesih diferenciacije, kot so signaliziranje, regulacija celic-
nega cikla in preurejanje genov za imunoglobuline (17).

Raziskave so pokazale, da so delecije gena IKZF1 priso-
tne pri priblizno 15 % otrok z B-ALL (18,19); najvisja inci-
denca delecyj je pri otrocih s translokacijo BCR-ABLI (70
%). Najpogosteje gre za delecijo celotnega gena (A1-8) ali
delno delecijo eksonov 4-7. Druge delecije so redkejse in
vkljucujejo delecije eksonov 2--3, 2-7, 4-8 in 2--8 (18, 19).

Delecije gena IKZF1 so v vec raziskavah povezali s sla-
bo prognozo. Mullighan in sod. so analizirali kohorto 221
bolnikov z B-ALL in jih poimenovali BGR-ABLI-podob-
ni (izkljucili so bolnike s translokacijo t(9;22)) ter ugotovili,
da delecije oz. druge spremembe v genu IKZF1 povecajo
verjetnost za ponovitev bolezni. Dodatna analiza bolni-
kov, razvrscenih v skupino brez visokega tveganja, je po-
kazala, da je bilo relativno tveganje za ponovitev bolezni
pri bolnikih z delecijo IKZFI skoraj 12-krat vecje kot pri
bolnikih brez delecije. Delecija gena IKZFI ob diagnozi
je eden najpomembnejsih napovednih dejavnikov za po-
novitev bolezni (20). Tudi petletno prezivetje brez dogod-
ka je bilo bistveno nizje pri bolnikih z delecijo IKZF1 kot
pri bolnikih brez nje (69 % proti 85 %) (19).



Avtorji omenjenih raziskav zato predlagajo uvedbo dolo-
canja statusa gena IKZF1 v protokole zdravljenja, kar bo
pomagalo prepoznati tiste bolnike, ki potrebujejo intenziv-
nejse ali alternativno zdravljenje (npr. podaljsanje vzdrze-
valnega zdravljenja).

IKZF 1Pl

Stanulla in sod. so v raziskavi iz leta 2018 definirali nov,
od minimalne preostale bolezni (angl. minimal residual
disease; MRD) odvisen prognosti¢ni profil z zelo slabo
prognozo, ki so ga poimenovali IKZFI™*(21). V raziskavo
so vkljucili 991 pediatri¢nih bolnikov z B-ALL, za katere
so imeli podatke o Stevilu kopij naslednjih genov: IKZF1,
PAX5, ETV6, RBI, BIGI, EBF'l, CDKN2A, CDKNZ2B
in ERG ter CRLF2, CSFR2A in IL3RA, ki so del regije
PARI na spolnih kromosomih.

DIAGNOSTICNE METODE

Najbolj optimalno diagnosticiranje ALL danes vkljucuje
citomorfologijo, imunofenotipizacijo, citogenetiko (anali-
za kariotipa in FISH) in RT-PCR za opredelitev najpogo-
stejsih translokacij, MLPA za ugotavljanje vecjih delecij in
duplikacij v posameznih genih (IKZFI"™) in na koncu $e
transkriptomske analize (RNA-seq).

Otroku, pri katerem na podlagi anamneze in klini¢nih
znakov posumimo, da gre za ALL, naredimo v laborato-
riju hemogram in diferencialno krvno sliko. Da sum po-
trdimo, je potrebna Se biopsija kostnega mozga in anali-

Za razmaza.

Za dokoncno postavitev diagnoze B-ALL je treba doloci-
ti imunofenotip limfoblastov iz periferne krvi ali kostne-
ga mozga. Dolocitev poteka s pretocno citometrijo (angl.
Flow Citometry; FC) oz. imunohistokemijo. Pri tem je
klju¢no, da dokazemo prisotnost B-celicnih antigenov in
hkratno odsotnost T-celi¢nih antigenov. Pri ugotavljanju
odzivnosti na zdravljenje ugotavljamo preostanek bolez-
ni (MRD), pri ¢emer ugotavljamo prisotnost blastnih ce-
lic z metodo preto¢ne citometrije v vzorcu kostnega moz-
gana 15. 1n 33. dan zdravljenja.

LABORATORIJSKA MEDICINA

Na podlagi rezultatov so opredelili profil IKZFI™™, ki za-
jema tiste bolnike z B-ALL, ki imajo poleg delecije v genu
IKZF1 vsaj $e eno dodatno delecijo v genth CDKNZA, CD-
KNZ2B, PAX) ali v regiji PARI in hkrati nimajo delecije
gena ERG. Delecije genov so glede na ugotovitve avtor-
jev lahko homozigotne ali heterozigotne, razen v prime-
ru CDKNZ2B, pri katerem mora biti delecija homozigotna,
da se bolnika uvrsti v skupino IKZFI"™. Delecijo regije
PARI so opredelili kot hkratno delecijo genov GSFZ2RA
in IL3RA ter ohranitev gena CRLFZ, kar vodi v poveca-
no izrazanje slednjega (21). Za skupino IKZFI™ so ugoto-
vili, da je bilo prezivetje brez dogodka v primerjavi s sku-
pinama z delecijo IKZFI in brez delecije IKZF1 bistveno
slabse (53 %, 79 % in 87 %). Genetsko sliko bolnikov so po-
vezali z MRD, pri ¢cemer se je pokazalo, da je verjetnost
za dogodek izrazito vecja pri tistih bolnikih IKZFI™, ki
so glede na MRD razvrsceni v srednje (MRD-IR) ali vi-
soko tveganje (MRD-HR) (21).

S citogenetsko kariotipizacijo v celici lahko ugotavljamo
spremenjeno Stevilo ali strukturo kromosomov. Te nepra-
vilnosti lahko ugotovimo s pregledom kromosomov pod
svetlobnim mikroskopom. S fluorescenc¢no in situ hibri-
dizacijo (FISH) lahko s pomocjo fluorescenc¢nih sond na-
tancno oznacimo posamezne dele kromosomov in jih na
ta nacin prepoznamo ter tako ugotovimo, kaksna je kro-
mosomska preureditev v blastnih celicah. Izolaciji RNA
sledi prepisovanje v komplementarne DNA z reverzno
transkriptazo (RT-PCR). Za reakcijo PCR izberemo pare
oligonukleotidnih zacetnikov in na ¢cDNA, ki smo jo pri-
dobili iz RNA, izolirane iz kostnega mozga bolnikov z
B-ALL, pomnozimo samo dele fuzijskih genov, ki so nas-
tali kot posledica kromosomske preureditve (npr. translo-
kacije) (23). Citogenetska kariotipizacija je v kombinacijt
z metodama FISH in RT-PCR najpomembnejsi progno-

sticni parameter, njegova dolocitev po tem postopku pa je
pomembna tudi za klasifikacijo po Svetovni zdravstveni

organizaciji (SZO) (22).

MLPA (angl. Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli-
fication) je od ligacije odvisno hkratno pomnozevanje sond,
s katerim dolocamo spremembe v $tevilu kopjj (angl. copy
number variation; CNV) genomske DNA. Med te spadajo
delecije in amplifikacije posameznih genov. MLPA temelji
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na pomnozevanju sond, pri cemer vsaka sonda detektira
specificno zaporedje DNA, dolgo okoli 60 nt. Kon¢ni re-
zultat je mnozica amplikonov PCR (dolgih pribl. 64—500
nt), ki jih lo¢imo s kapilarno elektroforezo. S to metodo
opredelimo prisotnost delecij in duplikacij genov, ki ima-
jo vpliv na prognozo (npr. PAX)5, IKZF, RB, ...).

Sekvenciranje RNA nam omogoca pregled transkriptoma
po alternativnem izrezovanju, posttranskripcijskih modifi-
kacij, fuzijskih genov in manjsih enonukleotidnih genetskih
sprememb (SNP; angl. Single Nucleotide Polymorphisms).
V zivih celicah se geni stalno prepisujejo in po alternativ-
nem izrezovanju nastane zrela molekula mRINA. Glavni
koraki pri sekvenciranju naslednje generacije so izolaci-
ja DNA ali RNA iz izhodnega vzorca, priprava knjiznice,
sekvenciranje, na koncu sledi $e bioinformati¢na obdela-
va podatkov. Za analiziranje sprememb pri ALL DNA oz.
RNA izoliramo iz celic kostnega mozga, lahko tudi iz pe-

ZAKLJUCEK

Hiter napredek znanosti in medicine na podroc¢ju bolezni
ALL je omogocil natan¢nej$o opredelitev bolezni, ki te-
melji na genetskih in genomskih znacilnosti rakavo spre-
menjene limfaticne celice B ali T 1n je skupaj z usmerje-
no terapijo in izboljsanjem podporne terapije omogocila
porast uspesnosti zdravljenja bolnikov z ALL. Izziv za
prihodnost, v smislu izboljsanja diagnosticnih in napove-
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POVZETEK

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejsa raka-
va bolezen pri otrocih. Eno klju¢nih komponent pri zdra-
vljenju ALL predstavlja asparaginaza, katere aktivnost v
krvi mora biti vsaj 100 U/L, da pride do celicne smrti lev-
kemicnih blastov. Veliko oviro pri zdravljenju ALL pred-
stavlja razvoj protiteles proti asparaginazi, kar vodi v inak-
tivacijo encima. Prepoznavanje tihe inaktivacije encima
in prilagoditev zdravljenja morata biti ¢im hitrejsa, iz-
brana metoda pa ustrezati dobri laboratorijski praksi. Pri
uvajanju in oceni metode smo optimizirali Ze opisano in-
dooksinsko spektrofotometricno metodo za doloc¢anje as-
paraginazne aktivnosti v serumu in dolocili statisti¢ne pa-
rametre. Pri tem smo spremenili temperaturo hranjenja
substrata in podaljsali ¢as inkubacije substrata v reakci-

ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common
cancer 1n children. One of the key components in the tre-
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ji. Izracunane vrednosti koeficienta variacije za ponovlji-
vost, tocnost in celokupne analitske napake niso presegle
meje 30 %, s ¢imer smo potrdili analitsko ustreznost po-
stopka. Pribolnikih, zdravljenih s PEG asparaginazo smo
v razlicnih ¢asovnih intervalih izmerili encimske aktivno-
sti, ki so padale od dneva aplikacije zdravila. Pri bolnikih
z zapleti ob prejemanju asparaginaze smo izmerili vred-
nosti, ki kazejo na tiho inaktivacijo encima. Optimizirana
metoda je primerna za klini¢cno diagnostiko in omogoca
identifikacijo bolnikov, pri katerih je potrebna spremem-
ba vrste asparaginaze zaradi tihe inaktivacije.

Kljucne besede: asparaginaza, encimska aktivnost, tiha
inaktivacija

atment of ALL is asparaginase whose activity in the blo-
od should be at least 100 U/L for certain cell death of le-



ukemic blasts. A major disadvantage in ALL treatment is
the occurrence of antiasparaginase antibodies leading to
inactivation of the enzyme. It is of utmost importance to
detect silent enzyme inactivation as soon as possible. The
chosen method should be in accordance with good labo-
ratory practice. In the process of method introduction and
evaluation, we optimized the already described indooxin
spectrophotometric method for the determination of aspa-
raginase activity in serum and determined the statistical
parameters. We changed the storage temperature of the
substrate and extended the incubation time of the substra-
te in the reaction. The calculated values of the coeflicient
of variation for repeatability, accuracy, and total analyti-

UvoD

Akutna limfoblastna levkemija (ALL) je najpogostejsa ra-
kava bolezen pri otrocih, v Sloveniji v povprecju zboli od
10 do 15 otrok na leto. Prezivetje bolnikov z ALL je pre-
cej visoko, saj se uspesno pozdravi vec¢ kot 80 % vseh pe-
diatricnih bolnikov z ALL. K izboljsanemu prezivetju je
v zadnjih 50 letih pripomogla tudi asparaginaza, ki pred-
stavlja eno klju¢nih komponent pri zdravljenju ALL. V
drzavah po svetu so v uporabi razli¢ni protokoli zdravlje-
nja bolnikov z B- in T-celi¢cno ALL. Asparaginaza se sicer
uporablja tudi pri zdravljenju nekaterih drugih malignih
boleznih, kot so ne-Hodgkinovi limfomi, med njimi T- in
B-limfoblastni limfom, Burkittov limfom, difuzni velikoce-
licni B-limfom idr. (1). Asparaginaza kot zdravilo je vklju-
¢ena v indukcijsko in reindukcijsko fazo zdravljenja s kom-
binacijo citostatikov. Intenzivnej$e in daljse zdravljenje z
asparaginazo izboljsa prezivetje teh bolnikov (2).

Asparaginaza je encim, ki katalizira hidrolizo asparagina
v asparaginsko kislino in amonijak. Aminokislino aspa-
ragin dobimo v telo s hrano, organizem pa ga lahko sin-
tetizira tudi sam iz asparaginske kisline, za kar je potre-
ben encim asparagin sintetaza. Levkemic¢ni blasti imajo
zmanj$ano sposobnost sinteze asparagina (imajo zmanj-
Sano aktivnosti asparagin sintetaze) v primerjavi z nor-
malnimi limfoblasti in so zato moc¢no odvisni od zunanjih
virov asparagina. Ob razgradnji asparagina v krvnem ob-
toku pride do zmanjsane sinteze DNA in RNA, zmanjsa-
ne sinteze celicnih proteinov, zavrtja celi¢ne rastiin okvar
celicnih funkcij ter celicne smrti (3, 4). Cilj zdravljenja z
asparaginazo je, da dosezemo zadostno zmanjsanje aspa-
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cal error did not exceed the limit of 30%, thus confirming
the analytical suitability of the procedure. In patients tre-
ated with PEG asparaginase, enzyme activities were mea-
sured at various time intervals. The values decreased from
the day of drug administration. In patients with aspara-
ginase complications values indicating silent enzyme ina-
ctivation were measured. The optimized method 1s suita-
ble for clinical diagnostics and allows the identification of
patients in whom asparaginase preparation needs to be
changed due to silent inactivation.

Key words: asparaginase, enzyme activity, silent ina-
ctivation

ragina v krvnem obtoku. Da pride do celicne smrti lev-
kemicnih blastov, mora biti aktivnost asparaginaze v krvi
vsaj 100 U/L z zmanjSanjem koncentracije asparagina pod

0,1 umol/L (5).

V naravi asparaginazo najdemo v razlicnih rastlinah, zi-
valih in mikroorganizmih. Vecina asparaginaz v naraviv
delezu do 10 % svoje aktivnosti hidrolizira tudi glutamin
v glutaminsko kislino in amonijak. V klini¢ni rabi so apa-
raginaze, pridobljene iz mikroorganizmov: izolirano iz
Escherichia coli (nativna oblika), izolirano iz Erwinie ch-
rysanthemi in modificirani (pegiliran-PEG) encim, izoli-
ran iz E. coli. Vse tri vrste imajo enak mehanizem delova-
nja, med seboj pa se razlikujejo v doloc¢enih biokemic¢nih
in farmakokineti¢nih lastnostih. Zaradi tega se razlikujejo
tudi protokoli zdravljenja ALL s posamezno vrsto aspara-
ginaze (3). V splosnem velja, da je en odmerek 10002500
UJm® PEG asparaginaze na §tirinajst dni enako uéinkovit
kot odmerki 500010000 U/m” nativne asparaginaze na
tri dni oz. odmerki 10000-25000 U/m* Erwinia aspara-
ginaze na dva dni (6, 7).

Kljub temu, da so normalne celice sposobne sintetizira-
ti asparagin in jih pomanjkanje le-tega med zdravljenjem
z asparaginazo manj prizadene, lahko zaradi zmanjsane
sinteze proteinov vseeno pride do okvar celicnih funkeyjin
pojava nezelenih ucinkov. Ker se asparaginaza uporablja
v kombinaciji z drugimi zdravili za zdravljenje ALL, sicer
ni vedno mogoce povezati dolocenega nezelenega ucinka
s specificno zdravilno u¢inkovino (3, 8).
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Veliko oviro pri zdravljenju ALL predstavljajo preobcut-
ljivostne reakeije (9). Razvoja protiteles proti asparagina-
zi ne spremljajo vedno klini¢no izrazene reakcije, a kljub
temu protitelesa zmanjsajo aktivnost encima. Opisano je,
da do tega stanja pride pri 8—30 % bolnikov, zdravljenih
z nativno asparaginazo. Ta delez je Se vecji pri bolnikih,
pri katerih je prislo do ponovitve bolezni. Tiha inaktiva-
cija predstavlja resen zaplet pri zdravljenju ALL, saj brez
klini¢nih znakov, ki nakazujejo pojav protiteles in s tem
zmanj$ano delovanje asparaginaze, hiter odziv zdravni-
kov ni mogo¢. Spremljanje encimske aktivnosti asparagi-
naze v krvi med samim zdravljenjem omogoca identifika-
cijo bolnikov s tiho inaktivacijo in prilagoditev zdravljenja
z zamenjavo vrste asparaginaze (10-12). Zaradi manjse
imunogenosti in manj pogostih odmerkov (v primerjavi z
nativno asparaginazo) se je PEG asparaginaza uveljavila
kot prva izbira zdravljenja, ki jo v primeru alergijske re-
akcije zamenjajo z Erwinia asparaginazo (7).

Pri zdravljenju s PEG asparaginazo je tiha inaktivacija
opredeljena kot encimska aktivnost pod 100 U/L sedmi
dan po aplikaciji zdravila pri bolnikih brez klini¢nih zna-
kov alergije in/ali encimska aktivnost pod mejo kvantifika-
cije Stirinajsti dan po aplikaciji zdravila. Pri zdravljenju z
nativno asparaginazo je tiha inaktivacija opredeljena kot
aktivnost pod mejo kvantifikacije tretji dan po aplikaciji,
pri zdravljenju z Erwinia asparaginazo pa drugi dan po
aplikaciji (13). Zaradi moznosti pojava tihe inaktivacije ra-
ven encimske aktivnosti obicajno preverjamo pred nasled-
njim odmerkom, lahko pa tudi pogosteje (13).

Za zagotovitev optimalnega odziva bolnika na zdravljenje
z asparaginazo je priporocljivo spremljanje uc¢inkovitosti
delovanja asparaginaze. Opisanih je ve¢ metod. Merjenje

MATERIALI IN METODA

Materiali: TRIS/BSA pufer (1,955 g TRIS; 37,5 mg BSA;
250 mL destilirane vode; pH 7,3); L-aspartat f-hidroksi-
mat (Sigma Aldrich, 2 mM in 10 mM v TRIS/BSA pu-
fru), trikloroocetna kislina (24,5 %); hidroksikinolin
(8-Hydroxyquinoline, Sigma Aldrich, 2-odstotna razto-
pina v absolutnem alkoholu); Na,COj; (1,0 M); reagent
Oxin (2-odstotni hidroksikinolin in 1,0 M Na,CO; 1:3);
PEG asparaginaza 750000 U/L (Oncaspar® — 3750 enot

PEG asparaginaze, prasek za raztopino za injiciranje, Ser-
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koncentracije asparagina v krvi ob prisotnosti asparaginaze
je tehnicno zahtevno in ima veliko predanalizno variabil-
nost (14, 15). Samo dolocanje protiteles proti asparaginazi v
krvi ne zados$ca za spremljanje uspesnosti zdravljenja, saj se
pri bolnikih lahko razvijejo tudi protitelesa, ki ne vplivajo
na delovanje encima, a sprozijo preobcutljivostno reakcijo
s podobnimi simptomi kot protitelesa, ki nevtralizirajo en-
cimsko aktivnost asparaginaze (11, 16). Za spremljanje se je
najbolj uveljavilo merjenje encimske aktivnosti asparagina-
ze v krvi, ki je tehni¢no lazje izvedljivo in ponovljivo. Veci-
noma se uporabljajo kolorimetri¢ne metode, ki temeljijo na
hidrolizi L-asparagina z L-asparaginazo (17).

Lanvers s sodelavci je opisala analizno metodo za terapevtsko
spremljanje L-asparaginaze, ki temelji na indooksinski meto-
diin se izvaja na mikrotitrski ploscici. Metoda ima dobro ob-
cutljivost, saj omogoca zaznavanje asparaginazne aktivnosti
v serumu pri vrednosti 2x10” U asparaginaze z obmodjem
linearnosti med 2,5 in 75 U/L (nizje obmocje) ter med 75 in
1250 U/L (vi§je obmocje). Omogoca tudi dolocitev aktivnosti
razlicnih vrst asparaginaze (18). V Univerzitetnem medicin-
skem centru Erasmus MC v Rotterdamu so na osnovi opisane
metode razvili modificiran protokol za kvantifikacijo aspara-
ginaze v serumu, ki je prilagojen serumskim koncentracijam
asparaginaze pri bolnikih ob tihi inaktivaciji in brez nje (19).

Namen raziskave na Klini¢nem institutu za specialno la-
boratorijsko diagnostiko, Pediatri¢na klinika, UKC Lju-
bljana, je optimizirati ze opisano indooksinsko encimsko
spektrofotometri¢no metodo in opredeliti njeno natanc¢nost
in toc¢nost. Ugotoviti zelimo, ali bo metoda primerna za
doloc¢anje encimske aktivnosti asparaginaze v serumu tis-
tith bolnikov, ki se zdravijo z asparaginazo, ter za prepo-
znavanje tihe preobcutljivostne reakcije.

vier Laboratories); sveza zamrznjena plazma.

Za kalibracijo smo pripravili raztopine standardov z red-
cenjem PEG asparaginaze s TRIS/BSA pufrom do kon-
centracije 3000 U/L, nato s svezo zamrznjeno plazmo do
kon¢nih koncentracij (5100 U/L za nizje obmoc¢je in 100
1000 U/L za vi§je obmocje). Kontrolne vzorce smo pripra-
vili na enak nacin kot raztopine standardov.



Vzorci bolnikov: v raziskavo smo vkljucili pediatri¢ne bol-
nike (starost 3—15 let), ki so bili v ¢asu izvajanja raziskave
na kemoterapiji in so se zdravili s PEG asparaginazo (On-
caspar®). Uporabili smo alikvote vzorcev serumov osmih
bolnikov z ALL ali T-limfoblastnim limfomom, odvzetih
za druge biokemicne preiskave. Vzorce seruma smo do
analize hranili na temperaturi < -70 °C.

Metoda: Za dolocitev aktivnosti PEG asparaginaze upo-
rabljamo indooksinsko metodo na mikrotitrski ploscici. V
prvem koraku L-asparaginaza (20 UL vzorca seruma, ka-
libratorja, kontrole) med 10-minutno inkubacijo na 37 °C
hidrolizira AHA substrat (180 uL) v L-asparaginsko kisli-
no in hidroksilamin. Z dodatkom TCA ustavimo reakcijo.
V naslednjem koraku k supernatantu prve reakcije doda-

REZULTATI

Pri uvajanju in oceni lastnosti metode smo optimizirali ze
opisani postopek (19) za dolocanje asparaginazne aktiv-
nosti v serumu in pogoje ravnanja z reagenti. Zaradi sla-
be stabilnosti substrata smo tako temperaturo njegovega
hranjenja spremenili z 2-8 °C na —20 °C. Fazo inkubaci-
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mo reagent Oxin in inkubiramo eno minuto na 95 °C ter
20 minut na sobni temperaturi. Oxin reagira s hidroksi-
laminom, da nastane indooksin (5,8-kinolinkinon-5-(8-hi-
droksi-5-kinolilimid)). Slednji je intenzivno zelene barve
in ga lahko doloc¢imo spektrofotometri¢no pri valovni dol-
zini med 690 in 710 nm (20). Aktivnost PEG asparagina-
ze je premo sorazmerna z absorbanco. Za pripravo kali-
bracyjske krivulje v nizkem in visokem koncentracijskem
obmocju merjenja uporabimo 4-parametricno krivuljo
Marquardt, ki zagotovi maksimalno prileganje tock. Re-
zultate aktivnosti izrazimo v U/L (1 U = 16,7 nkat). Ena
enota (U) L-asparaginaze je opredeljena kot kolicina en-
cima, ki je potrebna za pretvorbo 1 pmol L-asparagina
v 1 wmol L-asparaginske kisline in 1 ptmol amonijaka na
minuto pri 37 °C (18).

je pred od¢itavanjem absorbance smo podaljsali za 10 mi-
nut, da smo dobili visje absorbance, ustrezno prileganje
kalibracijskih tock, odstopanje od ciljnih vrednosti kon-
trol pa se je s tem zmanjsalo za 10 % (Tabela 1).

Tabela 1: Primerjava odstopanja kontrolnih vzorcev od ciline vrednosti v nizkem in visokem kalibracijskem obmoéju glede na &as po inkubaciji; n - stevilo

meritev

Table 1: Comparison of deviation of control samples from the target value in the low and high calibration range in different incubation time; n - number of

measurements

Odstopanie od ciline vrednosti [%] | Odstopanie od ciljne vrednosti [%] | Povpreéno
nizko kalibr. obmoéje visoko kalibr. obmo¢je odstopanje
Aktivnost asparaginaze
cilina vrednost [U/L] 10 50 100 150 500 1000
n 24 24
Po 10 min 20,4 22,8 21,9 15,1 19,8 29,4 21,6
Po 20 min 10,6 15,5 13,4 7,2 9,1 13,6 11,6

Aktivnost asparaginaze smo doloc¢ali v visokem kalibra-
cijskem obmocju (100—-1000 U/L) z uporabo visje koncen-
tracije substrata. Pri aktivnosti asparaginaze pod 100 U/L

smo analizo ponovili v nizkem kalibracijskem obmocju
(5—100 U/L) z uporabo nizje koncentracije substrata. Ak-
tivnost asparaginaze v serumskem vzorcu smo odc¢itali iz
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kalibracijske krivulje, ki smo jo dolocili z merjenjem ab-
sorbanc indooksina pri 690 nm v raztopinah standardov
pri vsaki seriji meritev.

Z merjenjem kontrolnih plazem pri $estih razli¢nih kon-
centracijah PEG asparaginaze smo ocenili natancnost
(koeficient variacije), tocnost (relativna napaka) in meril-
no negotovost (celokupna analitska napaka) optimizira-

ne metode. Koeficient variacije za ponovljivost je znasal <
10 %, relativna napaka za tocnost < 9 %, celokupna napa-
ka pa okoli 24 % (Tabela 2). Statisticni parametri, ki smo
jih dolocili, so potrdili analitsko ustreznost postopka. Tri
vzorce smo primerjalno izmerili v zunanjem laboratoriju,
ki uporablja enako metodo kot mi. Relativna napaka je
znasala < 10 %, rezultati so med sabo bili primerljivi (21).

Tabela 2: Ponovljivost, toénost in celokupna analitska napaka indooksinske spektrofotometrine metode za nizko (5-100 U/L) in visoko kalibracijsko

obmocje (100-1000 U/L); stevilo meritev je 24

Table 2: Repeatability, accuracy and total analytical error of the indoxin spectrophotometric method for low (5-100 U/L) and high calibration range (100-

1000 U/L); the number of measurements is 24

Nizko kalibr. obmoéje | Visoko kalibr. obmoéje Povprecna
vrednost

Aktivnost asparaginaze 10 50 100 150 500 1000
Cilina vrednost [u/1]
Ponovljivost med serijami kv [%] 14,4 | 8,1 572 7.8 8,9 13,5 9,6
Ponovljivost znotraj serije kv [%] 7.8 7,0 4,8 3,2 5,6 7.3 6,0
Toénost med serijami relativna napaka [%] | 253 | 4,5 2,5 5,1 3,6 8,8 8,3
Celokupna andlitska napaka [%] 24,2

V ¢asu ocenjevanja metode smo pri osmih bolnikih z ALL
ali T-limfoblastnim limfomom, ki so se zdravili s PEG as-
paraginazo, v razlicnih ¢asovnih intervalih po odmerkih
dolocili encimsko aktivnost v serumu. Od posameznih
bolnikov (P1- P8, slika 1) smo pridobili razli¢no $tevilo
vzorcev krvi, ki so jim bili odvzeti v razli¢cnih ¢asovnih in-
tervalih po aplikaciji PEG asparaginaze (od enega do dva-
indvajset dni po aplikaciji).
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Encimsko aktivnost smo najprej dolocali v visokem kali-
bracijskem obmocju (1001000 U/L), saj smo predvide-
vali, da bo v vecini vzorcev aktivnost asparaginaze nad
100 U/L. V primerih, ko je bila dolocena manjsa aktiv-
nost, smo analizo ponovili v nizkem kalibracijskem ob-
mocju (5—100 U/L). Skupno smo analizirali 33 vzorcev v
vec serjjah, od tega smo jih 7 analizirali v obeh obmocjih
merjenja. Visoko stopnjo aktivnosti (> 200 U/L) v 1 do 14
dneh po aplikaciji zdravila smo izmerili pri sedmih bol-
nikih. Tiho inaktivacijo smo odkrili pri enem izmed bol-

nikov (21); (Slika 1).
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Slika 1: Aktivnosti asparaginaze (U/L) pri bolnikih P1-P8 v vzorcih seruma, odvzetih v razlignih dneh po aplikaciji

Figure 1: Asparaginase activities (U/L) in patients P1-P8 in serum samples taken on different days after the administration

RAZPRAVA

V klini¢no uporabo smo vpeljali metodo, ki je ze v uporabi
v drugih klini¢nih laboratorijih. Kot izhodisce pri uvedbi
nase metode je sluzil protokol Univerzitetnega medicin-
skega centra Erasmus MC v Rotterdamu (19).

Pri optimizaciji metode smo ugotovili, da smo s spremem-
bo pogojev shranjevanja substrata stabilizirali njegovo ob-
stojnost v obdobju dveh mesecev. Substrat je primeren za
shranjevanje na temperaturi —20 °C. Z znizanjem tem-
perature preprecimo tudi njegovo razgradnjo in zmanj-
Samo spremembo pH.

Ugotovili smo, da so bili rezultati kontrol blizje ciljni vred-
nosti, mera odstopanja pa nizja za 10 %, ¢e smo absorban-
ce izmerili Sele 20 minut po inkubaciji. Tudi iz literatu-
re je znano, da se barva nastalega produkta indooksina v
celoti razvije v 15 minutah po inkubaciji pri 95 °C in os-
tane stabilna se 30 minut (20). Zato smo se odlocili, da
bomo podaljsali ¢as, ob katerem merimo nastali produkt,
za dodatnih 10 minut.

KV med serijjami so za naso metodo znasali med 5,2 in 14,4
%. Pricakovali bi, da bodo KV manjsi pri ve¢jih aktivnostih,
a tega nismo dokazali. KV se je zmanjseval od najmanjse
do najvecje aktivnosti v nizkem kalibracijskem obmocju, v
visokem kalibracijskem obmocju pa je narascal. Podoben
trend z nizko vrednostjo KV je dolocila tudi Lanvers s so-
delavei, a le v nizkem kalibracijskem obmocju (18). Kljub
temu je bila nasa povprecna ponovljivost (KV = 9,6 %) do-
volj dobra, saj so bile vse vrednosti KV manjse od 20 %, kar
ustreza smernicam Evropske agencije za zdravila (EMA) (22).
KV znotraj serije so znasalimed 3,2 in 7,8 % . V literaturi so
opisani manjsi KV (med 2 in 5,7 %), a so izracuni opravlje-
ni le na podlagi osmih meritev (18). Relativna napaka (RE)
med serjjami je znasala med 2,5 in 25,3 %. Podobno opisu-
je tudi Lanvers s sodelavci, ki je prav tako dolocila najvecji
odklon od ciljne vrednosti pri aktivnosti 10 U/L, v povpre-
¢ju pa so dolocili manjso RE (5,1%). Z izjemo kontrolnega
vzorca najnizje koncentracije RE ni presegla priporocene
meje tocnosti pri 20 %. Pri tej koncentraciji je vrednost re-
lativne napake manj pomembna, saj koncentracija ni v ob-
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modju klini¢nih odloc¢itev. Izracunana celokupna analitska
napaka (24,2 %) je ustrezala smernicam, ki jih je postavila
EMA za ocenitev tocnosti in natanc¢nosti analizne metode
in postavlja mejo pri 30 % (22).

Pri analizi vzorcev bolnikov je aktivnost asparaginaze pa-
dala s casom, kar je seveda bilo pricakovano. Absolutnih
vrednosti aktivnosti med seboj nismo mogli neposredno
primerjati, saj so bolniki dobivali asparaginazo v razlic-
nih odmerkih na podlagi razli¢nih protokolov zdravljenja.

Pri bolniku P6 z relapsom ALL je bil vzorec odvzet v fazi
indukcije po prvi in drugi aplikaciji, obakrat je bila ak-
tivnost encima nizka, kar je dokaz tihe inaktivacije enci-
ma. Bolnik ni imel znakov preobcutljivostne reakcije (21).
V nizkem kalibracijskem obmocju smo dolocili aktivno-
st1 5,9 U/L v prvem vzorcu in 5,5 U/L v drugem vzorcu.

V literaturi so opisana priporocila in pricakovane vrednos-
ti asparaginazne aktivnosti po dnevih glede na farmakoki-
neti¢ne podatke o intravenski aplikaciji PEG asparagina-
ze. Med cetrtim in sedmim dnevom po aplikaciji encima
je pricakovana aktivnost asparaginaze med 600 in 1200
U/L, vecina bolnikov pa ob normalnem poteku zdravlje-

ZAKLJUCEK

Spremljanje encimske aktivnosti asparaginaze v krvi
pri bolnikih z ALL, ki se zdravijo z asparaginazo, je po-
membno, ker med zdravljenjem omogoca prepoznavanje
bolnikov s tiho inaktivacijo in s tem prilagoditev zdravlje-
nja. Optimizirali smo indooksinsko metodo za spremlja-
nje aktivnosti PEG asparaginaze in v postopku ocene na-
tanc¢nosti in tocnosti ugotovili, da je analitsko ustrezna in
tako primerna za klini¢no uporabo. Optimizirana meto-
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nja ne bi smela imeti aktivnosti pod 200 U/L se priblizno
21 dni po aplikaciji zdravila (10). Taksno aktivnost smo iz-
merili pri petih bolnikih (P2, P3, P4, P5, P8), pri bolnikih
P1 in P6 pa smo ze pred cetrtim dnevom po aplikaciji do-
locili asparaginazno aktivnost pod 600 U/L. Bolnik P7 je
imel Se pred pretekom 21 dni po aplikaciji encimsko ak-
tivnost pod 200 U/L. Na podlagi rezultatov ne moremo
sklepati, kaj pomeni nekoliko nizja aktivnost encima za
uspesnost zdravljenja, saj je podatkov o tem premalo (21).

Zaenkrat Se ni jasno, kaksna je optimalna encimska aktiv-
nost na dolocen dan po aplikaciji zdravila, ki bi omogoca-
la zadostno aktivnost encima pred naslednjim odmerkom
(pred stirinajstim dnevom po aplikaciji PEG asparagi-
naze), saj se je vecina raziskav osredotocila na dolocitev
asparaginazne aktivnosti na $tirinajsti dan po aplikaciji
zdravila (11, 13). Prav tako $e ni povsem raziskano, kak-
sen odmerek asparaginaze je treba aplicirati bolnikom za
maksimalno uc¢inkovitost zdravila in hkrati ¢im manjso

moznost za pojav stranskih ucinkov. Za izboljsanje ucin-
kovitosti zdravljenja bi bila potrebna postavitev smernic
za prilagajanje odmerjanja asparaginaze za posamezne-
ga bolnika na podlagi meritev asparaginazne aktivnosti.

da omogoca identifikacijo bolnikov, pri katerih je potrebna
sprememba vrste asparaginaze zaradi tihe inaktivacije en-
cima. Za klini¢no uporabo je treba natancneje dolociti pro-
tokol za odvzem vzorcev pred naslednjim odmerkom. Indi-
vidualno prilagajanje odmerkov asparaginaze na podlagi
meritev asparaginazne aktivnosti zaenkrat $e ni mogoce.
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POVZETEK

Alfa-aktinin-3 je protein, ki se izraza v hitrih misi¢nih
vlaknih tipa II. Sprememba NM_001104.4:c.1729C>T
(p-R577X, rs1815739) gena AC'T'N3 v homozigotni obliki
zmanj$uje moc¢, misicno maso ter premer hitrih misicnih
vlaken. Pri Sportnikih je v homozigotni obliki lahko po-
vezana z ve¢jim tveganjem za poskodbe in dalj$im okre-
vanjem po vadbi. Zato smo Zeleli oceniti vpliv p.R577X
na poskodbe in igralni polozaj slovenskih nogometasic. V
studijo smo vkljucili 43 nogometasic, starih od 13 do 28 let
(mediana = 16), ki so aktivno trenirale nogomet vsaj stiri
leta. Genotipizacijo AGTN3 p.R577X smo izvedli z meto-
do PCR in restrikeijsko analizo z encimom Ddel na vzor-
cu DNA, izolirane iz sline. Sprememba p.R577X je bila v
homozigotni in heterozigotni obliki prisotena pri 58,1 %
igralk, 41,9 % jih je imelo genotip RR. V zadnjih stirih le-
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tih je imelo vsaj eno $portno poskodbo 53,7 % preiskovank.
V raziskavi nismo dokazali statisticno znacilnih povezav
med genotipt AGTN3 p.R577X in pojavnostjo poskodb (p
= 0,309) ter med pojavnostjo poskodb in polozajem igral-
ke (p = 0,830) oziroma selekeijo, ki ji igralka pripada (p =
0,427). Potrdili pa smo povezavo med pojavnostjo poskodb
in frekvencami posameznega alela (p = 0,037), pri ¢emer
je alel X povezan z vecjo pojavnostjo poskodb.

Kljuéne besede: ACTN3, p.R577X, nogometasice,
sportne poskodbe



ABSTRACT

Alpha-actinin-3is a protein expressed in fast-twitch (type II)
muscle fibres. AGTN3 gene variant NM_001104.4:¢.1729C>T
(p-R577X, rs1815739) in a homozygous state reduces strength,
muscle mass, and fast-twitch fibre diameter and was asso-
ciated with a higher risk of sports injuries and longer exer-
cise recovery. We aimed to evaluate the association of the
p-R577X with injuries and player position in Slovenian fema-
le football players. The study group included 43 participants,
with a median age of 16 (13-28) years, who had been acti-
vely training football for at least 4 years. ACTN3 p.R577X
genotyping was performed with PCR and Ddel restricti-
on analysis on saliva DNA. p.R577X in the homozygous
or heterozygous state was present in 58.1 % of the players,

UvoD

Genetsko testiranje omogoca opredelitev genetskih spre-
memb pri posamezniku, ki lahko vplivajo na razvoj bolez-
ni ali na posameznikove lastnosti (1). V zadnjih 20 letih je
bilo opravljenih precejsnje Stevilo raziskav, ki so preuce-
vale vpliv genetske raznolikosti na podrocju vzdrzljivos-
t1 v Sportu (2). Za genetsko testiranje na podrocju $porta
je veliko povprasevanje, saj je za starSe in trenerje odlo-
citev za usmeritev otrok v $port ali $portno panogo, ki bi
mu genetsko ustrezala, zelo privlacna (3).

Glavni izziv pri vprasanju, kako genetske spremembe vpli-
vajo na sportno vzdrzljivost, je njihov vsestranski vpliv na
delovanje organizma. Zaradi razli¢nih sistemov (misi¢no-
-skeletni, kardiovaskularni, dihalni itd.), ki morajo v ¢lo-
veskem telesu delovati usklajeno, na vzdrzljivost pri posa-
meznem $portu vplivajo Stevilni dejavniki. Poleg razli¢ne
telesne morfologije sta pri sportnikih pomembna dejavni-
ka vzdrzljivosti predvsem aerobna vzdrzljivost, ki omogoca
dolgotrajne nizkointenzivne aktivnosti pri vzdrzljivostnih
$portih (npr. tek, kolesarjenje), in misicna (fizicna) moc, ki
je klju¢na pri visokointenzivnih, eksplozivnih Sportih (npr.
s$print, dvigovanje utezi). Pri nekaterith mostventh $portih,
kot je npr. nogomet, pa sta za uspeh $portnika pomembna
tako moc in hitrost kot tudi vzdrzljivost. Nogometno eki-
po sestavlja enajst igralcev na razlicnih osnovnih igralnih
polozajih z razli¢cnimi igralnimi nalogami (vratarji, na-
padalci, branilei in vezisti). Pri tem dolocenti igralni po-
lozaji zahtevajo ve¢ misicne moci in hitrosti, drugi pa vec
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while 41.9 % had normal genotype. 53.7 % had a four ye-
ars history of at least one sports injury. In our study, no sta-
tistically significant association was found between ACTN3

p-R577X genotypes and the presence of injuries (p = 0.309),
nor between the presence of injuries and player position (p =
0.830) or age dependant category team (p = 0.427). However,
we confirmed the association between the presence of inju-
ries and the frequencies of each allele (p = 0.037), with the

X allele being associated with a higher incidence of injuries.

Key words: ACTN3, p.R577X, female football players,

sports injuries

vzdrzljivosti (4). Med dejavnike, ki vplivajo na uspesnost
v $portu, pristevamo tudi dovzetnost za poskodbe, zlasti
poskodbe misic (5, 6).

Eden najbolj raziskanih genov, povezanih z vzdrzljivostjo,
je gen ACTNS, ki ga imenujejo tudi »gen za hitrost«. Pri
¢loveku vsebuje zapis za protein alfa-aktinin-3 (ACTN3)
in se specificno izraza v hitrth misicnih vlaknih tipa II.
Protein AC'TN3 ima pomembno vlogo strukturne kompo-
nente Z-diska v sarkomerah (7). Pogosta sprememba gena
ACTNS je p.R577X (rs1815739), ki povzroci spremembo
kodona za arginin (R) v terminacijski kodon (X). V splo-
$ni svetovni populaciji je delez homozigotnih nosilcev 17,5
%, delez heterozigotnih nosilcev 48,7 % in delez oseb brez
spremembe 33,8 % (8). Posledica prisotnosti te spremembe
pri homozigotnih nosilcih z genotipom XX je odsotnost
proteina ACTN3 (9), kar vodi v nizji delez in manjsi pre-
mer hitrih misi¢nih vlaken (10). Tako naj bi imeli Spor-
tniki z genotipom XX vecjo misicno vzdrzljivost, med-
tem ko naj bi imeli $portniki z normalnim genotipom RR
vec¢jo misicno moc (11). Raziskave obenem kazejo, da ima
sprememba p.R577X tudi vpliv na hitrost okrevanja po
$portni aktivnosti in na tveganje za $portne poskodbe (2).

Namen nase raziskave je bil oceniti povezavo spremembe
p-R577X v genu ACTN3 s pogostostjo sportnih poskodb
pri mlajsih slovenskih nogometasicah ter tudi igralnim
polozajem posamezne igralke in selekcijo, ki ji pripada.
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MATERIALI IN METODE

V raziskavo smo vkljucili nogometasice iz razli¢nih sloven-
skih nogometnih klubov. K sodelovanju smo povabili no-
gometasice, ki so bile stare vec kot 13 let in so aktivno tre-
nirale nogomet vsaj stiri leta. Vsaka udelezenka raziskave,
oziroma njen stars§ ali skrbnik v primeru mladoletnosti, je
podala pisno soglasje za vkljucitev v raziskavo in izpolni-
la anketo o svojih osebnih podatkih, podatkih o aktivnem
treniranju nogometa, igralnem polozaju in stevilu ter tipu
$portnih poskodb. Raziskava je bila opravljena v skladu z
naceli Helsinsko-Tokijske deklaracije, protokol raziskave
je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko

etiko (§t. 0120-428/2020/6).

Okvirni postopek analize za opredelitev spremembe
p-R577X gena ACGTNS je prikazan na Sliki la. Zbrani
slini (1-2 mL) smo za stabilizacijo dodali reagent DNA/
RNA Shield (Zymo Research, ZDA) in jo do izolacije ge-
nomske DNA (gDNA) hranili na —80 °C. Za izolacijo
smo uporabili reagencni komplet Quick DNA Miniprep
Plus Kit (Zymo Research, ZDA) po navodilih proizvajal-
ca. Koncentracijo in Cistost izolirane gDNA smo dolocili
spektrofotometri¢no z aparatom NanoDrop One (Ther-
mo Scientific, ZDA).

Pomnozevanje 319 bp velikega odscka gena ACTN3 smo
1zvedli z verizno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase
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chain reaction, PCR), z uporabo smernega zacetnega oli-
gonukleotida 5'"ATAGGGATGGGAGGAAAACC-3' in
protismernega zacetnega oligonukleotida 5-ATGTAGG-
GATTGGTGGAGCA-3'". Reakcijska mesanica za PCR je
vsebovala 50-200 ng gDNA, 0,05 pM vsakega zacetne-
ga oligonukleotida in 25 UL reakeijskega pufra Platinum™
HotStart PCR Master Mix (Invitrogen, ZDA) v kon¢nem
volumnu 50 pL. Ciklicno pomnozevanje s 35 cikli smo iz-
vedli na GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
ZDA) z naslednjimi koraki: denaturacija DNA pri 95 °C,
prileganje zacetnih oligonukleotidov pri 59 °C in podalj-
Sevanje pri 72 °C (vsak po 30 s).

Prisotnost spremembe p.R577X gena AC'T'N3 smo oprede-
lili z restrikeijsko analizo glede na prisotnost (alel p.R577X)
ali odsotnost (alel p.R577R) restrikcijskega mesta encima
Ddel (NEB, Velika Britanija). Nastale fragmente, ki so she-
matsko prikazani na Sliki 1b, smo loc¢ili na 2-odstotnem
(m/V) agaroznem gelu v pufru TBE. V primeru nejasnih
rezultatov restrikcije (pri 28 od 43 vzorcev) smo nukleo-
tidna zaporedja restrikcijskih fragmentov dodatno preve-
rili s sekvenciranjem po Sangerju. Pri tem smo uporabili
sekvencne reagente BigDye Terminator v3.1 in sekvenator
ABI Genetic Analyser 3500 (oba Applied Biosystems, ZDA).
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Slika 1: a) Shema postopka za opredelitev spremembe p.R577X gena ACTN3 (rs1815739) in b) shema restrikcije pomnozenega odseka gena ACTN3 z

encimom Ddel, ¢e je sprememba p.R577X prisotna ali odsotna.

Figure 1: a) Schematic presentation of the procedure for determining ACTN3 p.R577X (rs1815739) variant and b) schematic presentation of cleavage of

the ACTN3 amplicon with the enzyme Ddel when p.R577X is present/absent.

Statisticna analiza je bila opravljena s programom
GraphPad Prism verzija 9.1.0 (San Diego, Kalifornija,
ZDA). Igralke smo razdelili v dve skupini glede na pri-
sotnost spremembe p.R577X gena ACTN3 in primerja-
li nosilke vsaj enega polimorfnega alela z nosilkami dveh
normalnih alelov. Kategori¢ne spremenljivke smo poda-
li s Stevilom in relativno frekvenco, numeri¢ne pa z medi-
ano in razponom. Za primerjavo porazdelitve Stevila po-

REZULTATI

V raziskavo smo vkljucili 43 slovenskih nogometasic, ki so
bile stare od 13 do 28 let (mediana = 16) in so trenirale no-
gomet vsaj Stiri leta. V clanski ekipi je igralo 19 nogome-
tasic, ostale pa so igrale v selekcijah U-17 (n = 10) in U-15
(n = 14). Frekvenca genotipa RR in genotipa XX je bila

skodb glede na genotip smo uporabili Mann-Whitneyjev
test. Za ugotavljanje povezanosti med kategoricnimi spre-
menljivkami smo uporabili hi-kvadrat test. Razmerje obe-
tov (OR) in 95-odstotni interval zaupanja (95 % CI) za OR
smo 1zracunali s pomocjo programa MedCalc (dosegljiv
na: https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php), ki te-
melji na Altmanovi metodi. Pri vseh testih smo uposteva-
li stopnjo znacilnosti a. = 0,05.

prinasi populaciji nogometasic za priblizno 8 % vecja, kot
bi pricakovali glede na frekvenco alelov R in X frekven-
ca genotipa RX pa je bila za priblizno 16 % nizja (Tabela
1). Kljub temu je stevilo posameznih genotipov e vedno v
Hardy-Weinbergovem ravnotezju (p = 0,278).
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Tabela 1: Opazovana in pri¢akovana frekvenca ter Stevilo genotipov spremembe p.R577X gena ACTN3 glede na Hardy-Weinbergovo ravnotezje pri
slovenskih nogometasicah (n = 43).

Table 1: Observed and expected p.R577X ACTN3 genotype frequencies and numbers according to the Hardy-Weinberg equilibrium in Slovenian female
football players (n = 43).

Genoip fOpc:zovo::no:: Pri¢cakovana Ovpuz.ovqno Pllié'ql.(ovano Vrednost p
rekvenca (%) frekvenca (%) stevilo (n) stevilo (n)

RR 41,9 33,8 18 15

RX 32,5 48,7 14 21 0,278

XX 25,6 17,5 11 7

Pojav vsaj ene poskodbe v preteklih stirih letih je naved-
lo 22 (53,7 %) preiskovank, od tega zvine, zlome, poskod-
be misic in ostale poskodbe. Od dveh nogometasic podat-
kov o poskodbah nismo dobili. Povprec¢no stevilo poskodb
v Stiriletnem obdobju v celotni skupini je bilo 1,4 (media-
na = 1), v skupini nogometasic, ki so imele poskodbo, pa
2,6 (mediana = 2). Najve¢je stevilo poskodb je bilo 9. Naj-
pogostejse so bile poskodbe misic. Med nogometasicami s

prisotno spremembo p.R577X jih je 60,0 % ze utrpelo po-
skodbo, pri nogometasicah z genotipom RR pa je bilo ze
poskodovanih 43,4 %. Med posameznimi genotipt ACTN3
ni bilo statisticno znacilnih razlik v pojavnosti (p = 0,309)
ali Stevilu poskodb (p = 0,283). Analiza frekvence alelov v
povezavi s poskodbami pa je pokazala, da je alel X pove-
zan z vec¢jo pojavnostjo poskodb v primerjavi z alelom R

(p=0,037) (Tabela 2).

Tabela 2: Pojavnost poskodb pri slovenskih nogometasicah (n = 41) glede na genotip spremembe p.R577X gena ACTN3 in frekvenco alelov R in X.

Relativni deleZ pojavnosti poskodb je izragunan glede na 3tevilo poskodb.

Table 2: Frequency of injuries in Slovenian female football players (n = 41) according to ACTN3 p.R577X genotype and allele frequencies. The relative

frequency was calculated according to the number of injuries.

Frekvenca genotipa Frekvenca alela
Prisotnost poskodb n (%) OR Vrednost n (%) Vrednost
(n) (95 % Cl) p P
RR RX in XX R X
Ne (19) 9 (47,4) 10 (52,6) 26 (68,4) | 12(31,4)
1,93
Da (22) 71318) | 15(682) | (osi g | 0309 | 20(455) | 24(545) | 0037
SKUPAJ 16 (39,0) | 25(61,0) 46 (56,1) | 36(43,9)

Nadalje smo Zeleli preveriti, ali je analizirana spremem-
ba v genu ACTN3 povezana z igralnim polozajem nogo-
metasic, ki smo jih razvrstili v dve skupini. V prvo skupi-
no smo razvrstili polozaje, pri katerih sta najpomembnejsi
moc in hitrost (bo¢ne branilke, krilne in osrednje napadal-
ke), v drugo pa tiste, pri katerih je v ve¢ji meri pomembna
vzdrzljivost (osrednje branilke in vezne igralke). Vratark
in igralk, ki so igrale na vec¢ razli¢nih polozajih, v anali-
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zo nismo vkljucili. Med genotipom in igralnim polozajem
nismo ugotovili statisticno znacilne povezave (p = 0,830).
Povezava tudi ni bila znacilna pri upostevanju frekvence
posameznega alela (p = 0,866). Podatki so prikazani v Ta-
beli 3. Statisti¢na analiza tudi ni pokazala povezave med
igralnim polozajem in pojavnostjo poskodb (p = 0,598).
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Tabela 3: Igralni polozaj slovenskih nogometasic (n = 35) glede na genotip spremembe p.R577X gena ACTN3 in frekvenco alelov R in X. Relativni delez je
izraunan glede na 3tevilo igralk v posamezni skupini. Skupina 1: boéne branilke, krilne in osrednje napadalke, skupina 2: osrednje branilke in vezne igralke.
Vratarke in igralke, ki igrajo na razliénih poloZajih, niso bile vkljuéene. Izragun razmerja obetov je bil narejen za skupino 1 v primerjavi s skupino 2.

Table 3: Playing positions of Slovenian female football players (n = 35) according to the ACTN3 p.R577X genotype and allele frequencies. The relative
frequency was calculated according to the number of players in each group. Group 1: side defenders, wingers and center forwards; group 2: central
defenders and midfielders. Goalkeepers and players, without constant paying position were not included in the analysis.

Frekvenca genotipa Frekvenca alela
Igralni poloZaj n (%) OR Vrednost n (%) Vrednost
() (95 % C1) P p
RR RXin XX R X
Skupina 1 (19) 9 (47,4) | 10(52,9) 23 (60,5) | 15(39,5)
. 0,86

Skupina 2 (16) | 7(43,8) 9(56,2) (0,23-3,29) 0,830 20 (62,5) | 12 (37,5) 0,866

SKUPAJ 16 (45,7) | 19 (54,3) 43 (61,4) | 27 (38,9)
V Tabeli 4 so prikazane frekvence genotipov in alelov gle- v selekciji U-17 (10 %). Frekvence genotipov se med selekei-
de na selekeijo, v kateri so nogometasice igrale ob vklju-  jami niso statisticno znacilno razlikovale (p = 0,427), prav
citvi v studijo. Najvisji delez genotipa RR smo opazili pri tako ni bilo razlik v frekvenci alelov (p = 0,836).

¢lanicah (52,6 %). Pojavnost genotipa XX je bila najnizja

Tabela 4: Primerjava selekcij glede na genotip spremembe p.R577X gena ACTN3 in frekvenco alelov Rin X (n = 43). Relativni delez je izraunan glede na
Stevilo igralk v posamezni selekciji.

Table 4: Genotype and allele frequencies ACTN3 p.R577X in age-dependent category teams of Slovenian female football players (n = 43). The relative
frequency was calculated according to the number in each team.

Frekvenca genotipa Frekvenca alela
.. n (%) OR Vrednost n (%) Vrednost
Selekcija (n) (95 % Cl) o o
RR RX in XX R X
U-15 (14) 5357 | 9143) | g 4%?2 o) 15(53,6) | 13 (46,4)
2,59

U-17 (10) 33000 | 717000 | 451 130 0427 12(60,0) | 81400) | g a36
Clanice (19) | 10(52,6) | 9 (47,4) ferening 23(60,5) | 15 (39,5)

SKUPAJ 18(419) | 25(581) skupina 50(58,1) | 36 (41,9)
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RAZPRAVA

ACTNS je prvi gen, za katerega je bila dokazana povezava
med genotipom in $portno zmogljivostjo (2). V preteklosti so
spremembo p.R577X gena ACTN3 povezovali predvsem
z misicno mocjo (12) in statusom vrhunskih $portnikov pri
visokointenzivnih $portih (13). Danes pa jo povezujejo tudi
z dovzetnostjo za pojav $portnih poskodb in sposobnostjo
regeneracije po $portni aktivnosti (14, 15). Namen raziskave
je bil pri slovenskih nogometasicah analizirati pojavnost ge-
notipa spremembe p.R577X gena ACTNS ter frekvenc po-
sameznih alelov v povezavi s pojavnostjo sportnih poskodb,
igralnim polozajem in selekcijo nogometasice. Gre za prvo
raziskavo, ki ugotavlja pomen genetskih dejavnikov pri slo-
venskih nogometasicah, pri kateri smo ugotovili, da spre-
memba p.R577X gena AC'TN3 vpliva na pojavnost poskodb.

Genetska raznolikost profesionalnih nogometasev je odvi-
sna od populacije, ki ji pripadajo (16, 17). V populaciji afri-
skega porekla je namrec ne glede na Sportni status frekvenca
genotipa RR (~78 %) vi§ja in genotipa XX (~1 %) znacilno
nizja (18, 19) v primerjavi z ocenjeno frekvenco pri svetov-
ni populaciji (RR ~40 %, XX ~18 %) (8). Tudi nasi rezulta-
ti se kar dobro ujemajo z ocenjeno frekvenco genotipov pri
svetovni populaciji, zanimivo pa je genotip XX v nasi po-
pulaciji nogometasic celo malo bolj pogost (~8 %). V razi-
skavi je bil torej najpogostejsi genotip RR, kar je v skladu
s Se nekaterimi drugimi raziskavami (16, 20, 21). Nekate-
re izmed njih prav tako niso vkljucevale samo profesional-
nih nogometasev. Pri majhni raziskavi na 27 srbskih nogo-
metasicah, starth od 16 do 18 let, je bil s 57 % prevladujoc¢
genotip RX (21). Tudi v $tevilnih drugih raziskavah, ki so
vkljucevale profesionalne nogometase, so porocali, da je
najpogostejsi genotip RX (17, 23-25). Namre¢, nogomet je
zelo kompleksen $port, ki poleg vzdrzljivostne komponen-
te vkljucuje tudi ponavljajoce visokointenzivne napore (26).
Ker se misi¢na sestava in s tem zmogljivost med razlicni-
mi genotipi razlikuje, je pricakovano, da bi se na to situa-
cijo najbolje prilagodili posamezniki z genotipom RX (25).
Ugotovili so, da genotip RX deluje zascitno pri poskodbi
mehkih tkiv, medtem ko so pri posameznikih z genotipom
XX poskodbe pogostejse (23). Teoreticno lastnosti posame-
znikov z genotipom XX manj ustrezajo fizicnim zahtevam
pri igri nogometa prav zaradi eksplozivnih misi¢nih napo-

rov (11, 14, 27).
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Ceprav je bilo v nasi raziskavi najvec poskodb pri nogometa-
sicah z genotipom XX statisticna analiza ni pokazala zna-
¢ilnih povezav med genotipi p.R577X gena ACTN3 in po-
javnostjo poskodb, kar bi bila lahko posledica tega, da smo
zaradi majhnega Stevila analizo naredili glede na prisotnost
oz. odsotnost spremembe. Kljub temu pa smo dokazali stati-
sti¢no znacilno ve¢jo pojavnost poskodb pri nogometasicah
z alelom X. V prihodnosti bi bilo zato smiselno nadgraditi
raziskavo z analizo vec¢jega stevila preiskovank, s katero bi
lahko preucevali vpliv vsakega od treh genotipov. Genotip
RR je bil najpogostejsi pri ¢lanicah, prav tako je bil ta ge-
notip pri clanicah najbolj zastopan v primerjavi z genoti-
poma RX in XX. To b1 lahko nakazovalo na to, da nogo-
metasice, ki imajo alel X, zaradi pogostejsith poskodb prej
opustijjo treniranje nogometa. Do tak$ne ugotovitve je pris-
la tudi raziskava na populaciji brazilskih nogometasev (17).
Pokazali so namrec, da je frekvenca genotipa RX pri pro-
fesionalnih nogometasih v primerjavi s selekcijo U-14 visja,
medtem ko je bil genotip XX manj pogost pri profesional-
nih igralcih v primerjavi s selekcijo U-20 oziroma U-15 (17).
Sprememba p.R577X gena ACTNS je bila pri nogometasih
povezana tako s pogostostjo kot tudi resnostjo poskodb (15).

Pogostost posameznih alelov ACTNS se razlikuje med razlic-
nimi $porti. Alel p.R577R je pogostejsi pri posameznikih, ki
se ukvarjajo z eksplozivnimi Sporti (11, 14), medtem ko je pri
posameznikih, ki se ukvarjajo z vzdrzljivostnimi Sporti, po-
gostejsi alel p.R577X (11, 14). Metaanaliza 23 raziskav, ki so
vkljucevale tako vzdrzljivostne $portnike kot tudi $portnike,
ki se ukvarjajo z eksplozivnimi sporti, je pokazala, da je alel
p-R577R pogostejsi pri slednjih (28). Do enakih zakljuckov
je prisla tudi metaanaliza raziskav, ki so preucevale le posa-
meznike v eksplozivnih Sportih (29). Pri nogometu je zaradi
razlicnih igralnih polozajev, ki zahtevajo razlicne sposobnosti
igralcev, smiselno pricakovati genetske razlike glede naigral-
ni polozaj. Sele pred kratkim je bila izvedena prva taka razi-
skava, pri kateri so na manjsi skupini profesionalnih $panskih
nogometasev dokazali razliko v porazdelitvi alelov glede na
igralni polozaj, medtem ko razlika ni bila znacilna pri poraz-
delitvi genotipov (25). V nasi raziskavi statisticno pomembne
povezave nismo dokazali niti pri porazdelitvi genotipov niti
porazdelitvi alelov. To je na nek nacin tudi pricakovano, saj
smo v raziskavo vkljucili tudi nogometasice, ki igrajo v mlaj-
sih selekcijah, pri katerih prihaja tudi $e do menjav igralne-
ga polozaja, da se ugotovi, kje ima igralka najvecji potencial.



Vloga genetskega testiranja v Sportu trenutno $e nima jas-
nega mesta, predvsem zaradi eticnih pomislekov in neza-
dostnega poznavanja dejavnikov, ki vplivajo na Sportni
uspeh (30). Trenutno genetski testi otrok in mladostnikov
z namenom iskanja talentov in individualizacijo treninga
niso priporocljivi (31, 32). Zaradi dostopnosti komercialnih
genetskih testov neposredno naro¢nikom (angl. Direct to
Consumer genetic testing) se ti v praksi pri odraslih pogos-
to uporabljajo. Dejstvo pa je, da bi bilo prav prepoznava-
nje nagnjenosti za $portne poskodbe v prihodnosti morda
smiselno, saj bi omogocilo njihovo aktivnejse prepreceva-
nje. Vsekakor pa bi bilo za zanesljivejso napoved treba v
analizo vkljuciti vecje Stevilo genetskih dejavnikov.

ZAKLJUCEK

Genetska razlicnost pomembno vpliva na posameznikovo
uspesnost pri Sportu. V zadnjih desetih letih so raziskave,
ki preucujejo genetsko raznolikost pri igralcih nogometa,
dozivele pravi razcvet (2). Vsekakor pa na uspesnost v po-
sameznem Sportu, vzdrzljivost in pogostost poskodb vpli-
vajo tudi negenetski dejavniki, zato je pomembno, da raz-
1skave vkljucujejo tudi te. Najpogosteje raziskovani gen pri
nogometasih v povezavi s $portno uspesnostjo je AGTN3
(2). V nasi raziskavi smo ugotovili povezavo med poraz-
delitvijo alelov in pojavnostjo poskodb pri mladih slo-
venskih nogometasicah, s ¢cimer smo potrdili predhodne
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Priporocila za izvajanje mikrobioloskih

testov na SARS-CoV-2 v UKCL

Darko Cerne

Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Kliniéni institut za klini¢no kemijo in biokemijo

Za namen ustreznega zagotavljanje mikrobioloskih pre-
iskav na SARS-CoV-2 smo v Univerzitetnem klinicnem
centru Ljubljana (UKCL) vpeljali naslednje mikrobiolo-
ske preiskave:

* analiza antigena z instrumentalnim odcitavanjem
rezultata analize (reagen¢ni komplet Sofia SARS
Antigen FIA, proizvajalec Quidel);

e analiza RNA z metodo PCR (reagen¢ni komplet
QiaPrep&Amp ViralRNA UM Kit in SARS-CoV-2
NI+N2 AssaY Kit, proizvajalec Qiagen);

e analiza antigena z vizualnim odcitavanjem rezultata
analize (reagencni komplet COVID-19 Antigen
Rapid Test Kit (Colloidal Gold), proizvajalec
Chongging Novegent Biotech Co); in

* analiza protiteles proti SARS-CoV (kvalitativno,
sedaj tudi kvantitativno; reagencni komplet Anti-
SARS-CoV-2 Cobas, proizvajalec Roche).

Zlati standard za diagnozo okuzbe s SARS-CoV-2 je ana-
liza virusne RINA, ki jo uporabljamo tudi za razresitev
nejasnih primerov. Analiza virusnih antigenov je manj
specificna in obc¢utljiva od analize RNA, vendar hitrejsa,
cenej$a in tehnicno enostavnejsa, e posebej v izvedbi la-
boratorijskega testa ob pacientu (POCT). Najprimernejsa
je preudarna kombinacija vseh danasnjih moznosti, tako
diagnosti¢nih (analiza RNA, analiza antigena) kot analit-
skih (sistemi za organizirane laboratorijske sluzbe, sistemi
POCT), kije edina zmozna zadostiti enormne potrebe po
diagnostiki okuzb s SARS-CoV-2 med bolniki, pacienti in
zdravstvenim osebjem.

Pri oblikovanju priporocila za izvajanje mikrobioloskih
preiskav je smiselno najprej opredeliti situacije z indikaci-
joizvajanja mikrobioloskih testov. V UKCL smo opredeli-
li naslednje situacije z indikacijo izvajanja mikrobioloskih
testov in se odlocili za uporabo naslednjih diagnosti¢cnih
pristopov.
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Situacije povezane s sprejemi bolnikov:

* sprejemi bolnikov (urgentni, elektivni) in triaza:
analiza antigena z instrumentalnim odcitavanjem
rezultata analize;

e sprejemi, kjer rezultat testa z instrumentalnim
odcitavanjem ni skladen epidemiolosko anamnezo
in/ali klini¢no sliko (pozitiven test pri odsotni
simptomatiki in negativni epidemioloski anamnezi
oziroma negativen test pri prisotni simptomatiki in
pozitivni epidemioloski anamnezi): analiza RNA s

PCR;

e sprejemi bolnikov s pozno diagnostiko okuzbe (>7
dni od pojava simptomov): analiza RNA s PCR oz.
analiza bioloskega vzorca spodnjih dihal;

e sprejemi pediatricne populacije (ne oziraje se na
klini¢no sliko in epidemiolosko anamnezo): analiza
antigena z instrumentalnim odcitavanjem rezultata

analize ali analiza RNA s PCR;

Ostale situacije, ki prav tako zahtevajo mikrobioloske pre-
iskave so Se:

e spremljanje zdravstvenega stanja zaposlenih: analiza
antigena z vizualnim odc¢itavanjem rezultata analize
ali analiza antigena z instrumentalnim odcitavanjem
rezultata analize ali analiza RNA s PCR;

e spremljanje zdravstvenega stanja hospitaliziranih
bolnikov v belih conah: analiza RNA s PCR ; in

e odlocanje o dolzini karantene pri kriticno bolnih in
hudo imunsko kompromitiranih bolnikih COVID:
analiza RNA s PCR.

Za resevanje problematike urgentnih sprejemov in triaze
bolnikov smo se odlocili za uporabo hitrega antigenske-
ga testa z instrumentalnim odcitavanjem rezultata analize
(reagencni komplet Sofia SARS Antigen FIA, proizvajalec
Quidel). Z verifikacijo sistema v okolju urgentnih spreje-
mov in triaze bolnikov smo pridobili izkusnje o analiticni



in diagnosti¢ni zmogljivosti sistema, analizirali smo vzroke
za neujemanje rezultatov analize z rezultati analize RNA
s PCR in pripravili algoritem uporabe testa (klinicno pot
obravnave bolnika). Pri pripravi algoritma smo izhajali iz
dobre lastnosti testa (negativna napovedna vrednost testa
je 98,6 %) in poskusali ¢im bolj zmanjsati pomanjkljivosti
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testa (diagnosticna obcutljivost testa je 83,3 % in pozitiv-
na napovedna vrednost je 76.9 %) in sicer z uporabo kli-
nic¢nih in epidemioloskih anamnesti¢nih meril. Klini¢no
pot obravnave bolnika v primeru urgentnih sprejemov in
triaze z uporabo hitrega antigenskega testa z instrumen-
talnim odcitavanjem rezultata analize prikazuje Slika 1.

bolnik s sumom na COVID-19 (vroéina, suh kaselj,
motnja vonja/okusa, tezko dihanie, ... )

istoZasna analiza antigena in RNA SARS-CoV-2

analiza antigena -

91,4%

1,4% 3

pozitivna epidemioloska anamneza in
za COVID-19 znaéilna kliniéna slika —
mozna bolezen COVID-19

test RNA za dokonéno odloéitev

diagnostiéno okno?
e je mozno dobiti vzorec iz spodnjih
dihal, svetujemo ponovne meritve

98,6 %

negativna epidemioloska anamneza
in neznadilna klini¢na slika — majhna

verjetnost bolnika COVID-19

analiza antigena +

8,6%

77%

pozitivna epidemioloska anamneza in
za COV1D-19 znaéilna kliniéna slika —
velika verjetnost bolnika COVID-19

dokonéna potrditev s testom RNA

23% 3

negativna epidemioloska anamneza in
neznadilna kliniéna slika — majhna

verjetnost bolnika COVID-19

test RNA za dokonéno odloéitev

*

- infektolog

moznost svetovanja 24/7

- kliniéni mikrobiolog oz. v primeru njegove
nedosegljivosti medicinski biokemik, &e
teste izvaja nelaboratorijsko osebje

Slika 1. Klini¢no pot obravnave bolnika v primeru urgentnih sprejemov in trijaZe z uporabo hitrega antigenskega testa z instrumentalnim odéitavanjem
rezultata analize (reagenéni komplet Sofia SARS Antigen FIA, proizvajalec Quidel).
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Zaizvajaje spremljanja zdravstvenega stanja zaposlenih v
UKCL (monitoriranje COVID zaposlenih) smo se odlocili
za uporabo treh diagnosticnih pristopov: analiza antigena
z vizualnim odc¢itavanjem rezultata analize, analiza an-
tigena z instrumentalnim od¢itavanjem rezultata analize
ali analiza RNA s PCR. Slika 2 prikazuje rezultate testi-
ranj pri 6531 zaposlenih v UKCL. Z uporabo antigenske-
ga testa z instrumentalnim od¢itavanjem smo dobili 1,3
% pozitivnih rezultatov (30 zaposlenih med 2344 testira-
nimi), z uporabo analize RNA s PCR pa skoraj Se enkrat
vec, to je 2,5 % (94 zaposlenih med 3803 testiranimi). Vse

pozitivne rezultate smo preverili na Institutu za mikrobi-
ologijo in imunologijo Univerze v Ljubljani (IMI). Med
preverjanja smo vkljucili tudi 407 zaposlenth z izrazeni-
mi simptomi ali znaki COVID 19, ali pa so imeli visoko
riziéni stiki. Med vsemi preverjanji je IMI potrdil pozitiv-
ne rezultate le v 16,5 % (84 zaposlenih med 508 preverja-
nji prvega testiranja oz. analize epidemioloskih/klini¢nih
meril). Glede na rezultate IMI je torej med zaposlenimi v
UKCL v danem trenutku 1,3 % bolnikov COVID (84 za-
poslenih med 6531 testiranimi).

508

6531 — 84 @ (1,3 %)
84 © (16,5 %) — . ..

95 se ni udelezilo (1,4 %)

IMI

508

531, vendar jih 23 ni prislo ( 4,3 %)
SPOBO
407
- zaposleni z izraZenimi simptomi
oz. znaki
30 @ (1,3 %) - visokoriziéni stiki
2344 (38,1 %) - ob zaklju¢ku karantene
Ag 94 ® (2,5 %)

3803 (61,9 %)
RNA

Slika 2. Spremljanje zdravstvenega stanja COVID med zaposlenimi v Univerzitetnem klini¢nem centru Ljubljana (za pojasnilo glej besedilo v prispevku).
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laboratorijskega osebja
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'Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Klini¢ni institut za klini¢no kemijo in biokemijo

UuvoD

Mnogo laboratorijskih postopkov se dandanes poteka na
odprtih vzorcih, ki lahko potencialno ustvarjajo acrosole in
kapljice, ki jih pogosto ne opazimo (sprejem vzorcev cevne
poste, centrifugiranje in odmasevanje vsebnikov, pipetira-
nje, stresanje, mesanje, priprava razmazov, odstranjevanje
vzorcev, prelivanje, alikvotiranje, aspiriranje, nalaganje

UKREPI

Tako ob stiku s pacientom kot pri rokovanju s potencialno
kuznimi materiali, vklju¢no s tistimi, ki lahko povzrocijo
nastanek aerosola (kapljic) ali kjer je moznost politja, ra-
zlitja ali razbitja je potrebna Se posebna previdnost in te-
meljito, veckrat dnevno razkuzevanje pribora, aparatov ter
delovnih povrsin. Prostori morajo biti zrac¢ni, pomembna
je skrb za veckratno prezracevanje. V dolocenih primerih
manipulacije s potencialno kuznimi vzorci se priporoca
uporaba komore z laminarnim tokom zraka.

Prav vsak je lahko potencialni prenasalec virusa SARS-
-CoV-2, tudi v primeru, ko ne izkazuje nikakrsnih simpto-
mov. Delez asimptomatskih posameznikov je lahko velik,
zato je Se toliko pomembneje upostevati osnovne varoval-
ne ukrepe in uporabljati osebno varovalno opremo (OVO),
saj se lahko okuzimo na vsakem koraku, prav tako pa smo
lahko prenasalci bolezni, ki jo lahko prenesemo na ljudi
okoli nas, vklju¢no na nase sodelavce.

vzorcev, prenasanje vzorcev, razlitje, razbitje), predsta-
vljajo pa visoko tveganje okuzbe z virusom SARS-CoV-2.
Ob odvzemu bioloskih vzorcev (odvzem krvi, dihalni te-
st itd.) pa tesen stik s pacientom predstavlja Se vecje tve-
ganje za okuzbo.

Za vse zaposlene tako veljajo standardni zasc¢itni ukrepi,
kot so higiena rok, lo¢evanje cistih in necistih poti, raz-
kuzevanje pacientovih in delovnih povrsin ter pravilna in
racionalna uporaba OVO.

7 zasc¢itno opremo je potrebno ravnati racionalno, v pri-
meru pomanjkanja pa jo moramo prvenstveno zagotoviti
za delovis¢a z najvec¢jim tveganjem. Uporaba nemedicin-
ske (pralne) maske za uporabo v zdravstvenih ustanovah v
smernicah ni priporocena. V skrajnih razmerah, ko bi zalo-
ge pojenjale, bi v laboratoriju najprej prisla v postev na de-
lovnih mestih z manjsim tveganjem, to je tam, kjer zapos-
leni nimajo tesnega stika s pacienti in odprtimi bioloskimi
vzorcl (predvsem administrativno osebje in delo v pisarni).
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DODATNA PRIPOROCILA

1. Vzorce je potrebno transportirati kot to velja obicaj- * vodoodbojni plas¢/pralni plasc ali predpasnik z

no v klini¢nih laboratorijih in sicer kot BIOLOSKE
SUBSTANCE SKUPINE B (UN 3373). Ce je le moz-
no, naj bodo vzorci transportirani rocno in primer-
no oznaceni. V sluc¢aju, da transport vzorcev pote-
ka po cevni posti je potrebno nosilce cevne poste in
vzorce v njih primerno zunanje dekontaminirati na
izvoru oziroma pri posiljateljih vzorcev.

Zunanje povrsine posod z bioloskim vzorcem iz od-
delkov z bolniki COVID-19 ali tudi samo sumom
na bolezen COVID-19 v laboratoriju pred nadaljnjo

obravnavo dekontaminiramo.

Pri centrifugiranju COVID-19 pozitivnih vzorcev ve-
lja $e posebna previdnost. Centrifuge naj bi se odpirale

vsaj 10 minut po centrifugiranju (nastanck aerosolov),
Ce pa je sum na razbitje, je potrebno centrifugo takoj

ustaviti in jo po priporocilih odpreti sele po 30 minu-
tah. Sele potem s vso previdnostjo in z ustrezno zas-
¢ito odstranimo material in vse temeljito razkuzimo.

rokavi,

* skrb za higieno rok.

Na najbolj izpostavljenih delovnih mestih z naj-
vec¢jim tveganjem pri stiku s pacientom ob odvzemu
bioloskega materiala (vklju¢no z dihalnimi testi) je
priporoceno striktno nosenje sledece OVO:

uniforma, ki se menja dnevno,
za§¢itna maska FFP2 in
ocala ali celoobrazni vizir,

vodoodbojni plas¢/pralni plas¢ ali predpasnik z
rokavi,

rokavice,

skrb za higieno rok.

. Za delo v sivi coni, ki predstavlja najvisje tveganje

velja $e posebna previdnost. Vsebnike odvzetih vzor-
cev takoj po odvzemu razkuzimo, vstavimo v tran-

4. Cim ve¢ analiz naj bo opravljenih iz primarnih sportno vrecko in posebej oznac¢imo. Pri transpor-
epruvet, Stevilo alikvotov naj bo ¢im manjse. tu uporabljamo transportno torbo in smo $e posebej
previdni. Priporocena OVO je:
5. Na manj izpostavljenih delovnih mestih, kjer ni- uniforma, ki se menja dnevno,
mamo stika s pacienti in ne rokujemo z odprtimi vzor- v
.. . vp JV P za$¢itna maska FFP2,
ci je priporocena uporaba sledece OVO: o
. . . ocala ali vizir,
e uniforma, ki se menja dnevno, ok
o zascCitna kapa
e kirurika maska, Pa;
. Ce vodoodbojni plas¢/pralni plas¢ ali predpasnik z
e rokavice (ob indikaciji), abantp p P predp
.. rokavi,
e skrb za higieno rok. .
rokavice,
6. Na bolj izpostavljenih delovnih mestih, kijcr jc skrb za higieno rok, pripomockov in delovnih

vecje tveganje izpostavljenosti aerosolom — rokovanje
z odprtimi bioloskimi vzorci (sprejem vzorcev cevne

povrsin.

poste, odpiranje epruvet, alikvotiranje, izvajanje te-  Ne najbolj tveganih deloviscih je $e posebej pomembna

stov hemostaze, DKS, urinski sediment, rocne meto- skrb za temeljito razkuZevanje in zracenje prostorov

de z alikvoti itd.) je priporoceno nosenje sledece OVO: (vsako uro vsaj 10 min).
e uniforma, ki se menja dnevno,
* zasc¢itna maska FFP2 ali kirurska maska (po
presoji glede na tveganje) in
e ocala ali vizir,

* rokavice,
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ZAKLJUCEK

Osnovni namen zascite, varnosti in zdravja pri delu tudi v
zdravstveni dejavnosti predstavljajo izogibanje tveganjem,
obvladovanje oz. zmanjsevanje tveganj, prilagajanje dela
posamezniku z ustreznim oblikovanjem delovnega oko-
lja, izbira delovne opreme, prilagajanje tehnoloskemu na-
predku, nadomescanje nevarnega z nenevarnim ali manj
nevarnim in razvijanje celovite varnostne politike.
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Skozi leta razviti ukrepi za zascito laboratorijskega osebja
temeljijo predvsem na poznavanju tveganja okuzbe s he-
patitisi, HIV itd. V primeru izpostavljenosti tveganja z bo-
leznijo COVID- 19 pa so se pojavili povsem novi dejavni-
ki, do sedaj nepoznani in $e vedno premalo raziskani, kar
zahteva takojsne dodatne previdnostne ukrepe.
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Dolocanje protiteles proti SARS-CoV-2

Ales Jerin

Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Kliniéni institut za klinié¢no kemijo in biokemijo

Ob bolezni Covid-19 ali po cepljenju proti SARS-CoV-2
se pojavijo protitelesa, ki jih spremljamo z laboratorijskimi
preiskavami. V krvnem obtoku dolo¢amo predvsem pro-
titelesa razreda IgG in tudi IgM. Protitelesa IgG in IgM
je v vecini primerov mozno zaznati v krvnem obtoku ze
pet do sedem dni po pojavu simptomov bolezni. Opisani
so tudi primeri, kjer so protitelesa izmerili Sele precej kas-
neje, tudi po dveh tednih. Individualne razlike so opazili
tudi pri casu pojavljanja posameznih razredov protiteles
v krvnem obtoku: vecinoma so se protitelesa IgG in IgM
pojavila ob podobnem ¢asu, v posameznih primerih so
protitelesa IgM zaznali prej kot IgG, v drugih pa je bilo
obratno (1). Bolj kot razred protiteles je za njihovo funkci-
jo oz. ucinkovitost pri blokiranju vdora virusa v gostitelj-
sko celico pomembno vezisce protitelesa, ki je lahko na
nukleokapsidnem delu (protein N) ali pa na virusni bodi-
ci(protein S). Za preprecevanje vdora virusa v gostiteljsko
celico preko ACEZ2 receptorjev so pomembni tisti deli pro-
teina S1 na virusni bodici, ki se vezejo na receptor. Proti-
telesa, ki ob vezavi uspesno zakrijejo za vezavo na recep-
tor pomembne dele virusne bodice, so nevtralizirajoca
protitelesa. Medtem ko cepiva ciljano spodbudijo nasta-
nek protiteles proti proteinu S, pa se pri okuzbi z virusom
SARS-CoV-2 tvorijo tako protitelesa proti proteinu S kot
tudi proti proteinu N. Njihovo razmerje je odvisno od vec
dejavnikov. Ugotovili so povezavo s starostjo, pri otrocih
so izmerili vecji delez protiteles proti proteinu S kot pri
starej$i populaciji (2). Razmerje se razlikuje tudi glede na
potek bolezni (3): hospitalizirani bolniki s Covid-19, ki so
bolezen preziveli, so imeli visji delez protiteles proti pro-
teinu S od tistih, ki so bolezni podlegli.

Analitske metode za doloc¢anje protiteles proti SARS-CoV-2
vecinoma temeljijo na imunokemijskih tehnikah. Najbolj
nezahteven za izvedbo je hitri test ob preiskovancu (POCT),
ki pa lahko ima resne omejitve glede kakovosti oz uporab-
nosti rezultatov. Za razliko od ugotavljanja okuzbe pri do-
lo¢anju protiteles ni potrebno, da je rezultat pridobljen
takoj ob preiskovancu, zato uporaba POCT testov za do-
lo¢anje protiteles proti SARS-CoV-2 ni primerna izbira.
Bistveno bolj zanesljive so laboratorijske meritve, kjer se

LABORATORIJSKA MEDICINA 2021, §t. 3: strani od 94 do 95

uporabljajo ELISA metode, s katerimi lahko kvalitativno
ali kvantitativno dolo¢amo tudi posamezne razrede pro-
titeles. Za sprotne analize vecjega Stevila vzorcev pa so
najbolj primerne avtomatizirane kvalitativne ali kvantita-
tivne metode, s katerimi lahko zajamemo protitelesa IgG
ali skupno IgG in IgM. Kvalitativne metode so obicajno
cenejse in so ustrezna izbira za ugotavljanje prebolelosti.
Pri tem ne moremo razlikovati med prebolelo boleznijo
in trenutno aktivno okuzbo, ki je morda asimptomatska.
Kvantitativne metode dajo podatek o koncentraciji proti-
teles, kar je nepogresljivo za spremljanje oseb po ceplje-
nju. Pomembno je, da metoda, s katero spremljamo ose-
be po cepljenju, zajame protitelesa, ki so usmerjena proti
proteinu S. Kot pri vseh imunokemijskih metodah se tudi
pri dolocanju protiteles proti SARS-CoV-2 pojavlja vpra-
sanje primerljivosti rezultatov, ki jith dobimo z metodami
razli¢nih proizvajalcev reagentov. Ta pomanjkljivost se ze
resyje v okviru WHO (4), kjer so v zelo kratkem casu prip-
ravili kandidatni material za mednarodno standardizaci-
jo tovrstnih metod.

V UKCL smo v casu drugega vala covid-19 (oktober-de-
cember 2020) z metodo za kvalitativno dolocanje protite-
les spremljali prebolelost med zdravstvenimi delavei. Med
testiranimi delavci je tedensko povprecje prebolelih ena-
komerno narascalo od zacetnih 5% do skoraj 30% v zad-
njem tednu meritev. Kumulativno je covid-19 prebolela
priblizno petina delavcev UKCL. S pricetkom cepljenja
pa smo uvedli tudi kvantitativno metodo, s katero bomo
spremljali koncentracijo protiteles pri osebah po cepljenju.
Poleg ugotavljanja prebolelosti in spremljanja oseb po cep-
Jjenju bi bilo dolocanje protiteles proti SARS-CoV-2 upo-
rabno kot dodatna pomoc¢ pri diagnostiki covid-19, pred-
vsem pri bolnikih, ki so v obravnavo sprejeti pozno in je
test okuzbe ze negativen (5). Dodatne moznosti za upora-
bo teh preiskav bi se v bodoce lahko pokazale pri trenu-
tno odprtih vprasanjih, kot so: povezava vrste in koncen-
tracije protiteles s potekom bolezni in potencialno njihova
napovedna vrednost, ter njthova povezava z imunostjo po
preboleli bolezni ali po cepljenju.
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Navodila avtorjem prispevkov za
revijo Laboratorijska medicina

Laboratorijska medicina je strokovno-znanstvena revija ke ter aktualne novosti, zanimivosti in porocila s podroc-
Slovenskega zdruzenja za klinicno kemijo in laboratorij-  ja laboratorijske medicine.

sko medicino (SZKKLM), ki objavlja prispevke s sirSega

podrocja laboratorijske medicine (klinicna biokemija, la-  Laboratorijska medicina je revija z odprtim dostopom, vsi
boratorijska hematologija, kakovost in akreditacija medi- objavljeni prispevki so prosto in takoj po objavi dostopni na
cinskih laboratorijev, laboratorijska medicinska genetika, spletni strani SZKKLM za deljenje in uporabo ob ustre-
pacientu prilagojena laboratorijska medicina, laborato- znem citiranju originalnih avtorjev in vira. Avtorji dovo-
rijska patologija s citologijo, laboratorijska mikrobiologi- lijo reviji Laboratorijska medicina, da objavi ¢lanek in se
ja, laboratorijska transfuzijska medicina). Poslanstvo revi- predstavi kot njegov izvirni izdajatelj. Avtorji podeljujejo
je je seznanjanje slovenske strokovne javnosti z novostmi vsem tretjim osebam pravico do svobodne uporabe ¢lan-
in smernicami s tega podroc¢ja. V ta namen objavljamo iz- ka pod pogojem, da so navedeni njegovi izvirni avtorji in
virne znanstvene, pregledne znanstvene in strokovne clan- podatki o objavi.

1. SPLOSNA NAVODILA AVTORJEM

e Urednistvo sprejema v obravnavo le dela, ki pred
tem S$e niso bila objavljena in niso v procesu objave.
Cle avtor povzame del drugega dela (slike, tabele),
ki je bilo ze objavljeno, mora predloziti dovoljenje
avtorja in zaloznika za reprodukcijo.

* Rokopisi morajo biti napisani v jezikovno in
strokovno neoporecnem slovenskem ali angleskem
jeziku. V ¢lanku so lahko uporabljene le SI enote.

* Rokopis mora biti pripravljen v skladu z
navodili avtorjem in poslan v elektronski
obliki (wordov dokument) kot priloga po
elektronski posti na elektronski naslov
laboratorijska.medicina@szkklm.si. Datotcka
naj bo oznacena z imenom korespondencnega
avtorja in naslovom dela. Sprejem in objava
prispevkov sta za avtorje brezplacna.

e Prispevki bodo recenzirani. Posamezen prispevek
bosta pregledala in ocenila dva neodvisna
recenzenta ter lektor za slovenski ali angleski jezik.
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Med uredniskim postopkom je zagotovljena tajnost
vsebine prispevka.

Vsa dela, ki obravnavajo raziskave, narejene

na ljudeh, morajo imeti v besedilu navedeno,

da je bila raziskava opravljena v skladu z

naceli Helsinsko-Tokijske deklaracije, da so se
preiskovanci strinjali z vkljucitvijo v raziskavo in so
podpisali obvesceni pisni pristanek za prostovoljno
vkljucitev. Podrobnosti, ki bi lahko razkrile
identiteto preiskovancev, morajo biti izpuscene.
Navedena naj bo zaporedna $tevilka, pod katero
je Komisija za medicinsko etiko pri Ministrstvu za
zdravje obravnavala vlogo raziskave.
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2.VRSTE PRISPEVKOV IN NAVODILA ZA NJIHOVO

PRIPRAVO

Uvodnik napise urednik ali k pisanju povabi uglednega
strokovnjaka. Je brez izvlecka, kljucnih besed in oznace-
nih odstavkov.

Izvirni znanstveni ¢lanek je samo prva objava rezulta-
tov izvirnih raziskav na podrocju laboratorijske medicine.
Clanek naj bo organiziran po naslednji shemi: povzetek,
uvod, materiali in metode, rezultati, razprava, zakljucek
in literatura. Vsebuje naj do 3000 besed, najvec¢ 5 grafic-
nih elementov in do 30 referenc.

Pregledni znanstveni ali strokovni ¢lanek je pregled
najnovejsth del o dolo¢enem podrocju z namenom povze-
t1, analizirati, evalvirati ali sintetizirati informacije, ki so
ze bile objavljene. Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod,
osrednje besedilo, zakljucek in literaturo. Vsebuje naj do
5000 besed, najvec 7 graficnih elementov in do 50 virov.

Kratki prispevek je pripravljen z namenom predstavi-
tve zanimivega klini¢nega primera/-ov, pomembnih poti
laboratorijske obravnave ali osvetlitve aktualne teme s
podroc¢ja laboratorijske medicine. Pri kratkem prispevku
so posamezni elementi sheme izvirnega ¢lanka lahko iz-
pusceni. Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod, prikaz pri-
mera/-ov, razpravo, zakljucek in literaturo. Vsebuje naj do
2000 besed, najvec 3 graficne elemente in do 20 referenc.

Strokovni ¢lanek je predstavitev Ze znanega, s poudar-
kom na uporabnosti rezultatov izvirnih raziskav in $ir-
jenju znanja. Organizacija ¢lanka je prilagojena vsebini,
ima povzetek, uvod, osrednje besedilo, zakljucek in lite-
raturo. Vsebuje naj do 3000 besed, najvec 5 graficnih ele-
mentov in do 30 referenc.

3.OBLIKA IN STRUKTURA PRISPEVKA

Prispevek naj bo pripravljen v formatu A4 z robovi 2,5 cm
in razmakom vrstic 1,5. Velikost ¢rk pisave Times New
Roman naj bo 12 pt, besedilo naj ima obojestransko po-
ravnavo.

Spremni dopis naj vsebuje:
* naslov prispevka v slovenskem in angleskem jeziku,

* naziv ustanove in laboratorija ter elektronski
naslov korespondencnega avtorja,

* izjavo, da prispevek Se ni bil objavljen ali poslan v
objavo v drugo revijo,
* izjavo, da se z vsebino prispevka strinjajo vsi avtorji,

* lahko vsebuje predlog dveh neodvisnih recenzentov
(ime in priimek, elektronski naslov).

Prva stran prispevka naj vsebuje:
* naslov prispevka v slovenskem in angleskem jeziku,

e celotna imena avtorjev in naslove ustanov, kjer so
zaposleni.

Povzetek prispevka:
* vslovenskem in angleskem jeziku,

* naj ne presega 200 besed.

Kljuéne besede:
e vslovenskem in v angleskem jeziku,

* najvec Sest.

Strukturirano besedilo:

* naslovi poglavij/podpoglavij naj bodo odebeljeni
(bold),

e struktura naj bo skladna z vrsto prispevka.

Slike in preglednice

* Morajo biti oznacene z zaporedno stevilko in
opremljene s slovenskim in angleskim besedilom,
ki naj vsebuje naslov slike oziroma preglednice in
razlago vsebine.
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* Slike naj bodo originalne. Clanku naj bodo
prilozene kot samostojna datoteka. Kakovost slike
naj bo vsaj 300 dpi v formatu TIFF ali JPEG.

* Preglednice naj bodo pripravljene v programu Word.
Prilozene naj bodo na koncu besedila.

LITERATURA

o Vbesedilu je treba vsako trditev podpreti z navedbo vira.

e Zanavajanje virov naj bo uporabljen Vancuver reference style, podrobnejsa
navodila so v »Quick reference guide: Vancouver Citing & Referencing

style« (htep://,

uides.lib.monash.edu/citing-referencing/vancouver).

o Viri naj bodo oznaceni s $tevilkami in v vrstnem redu, kot se pojavljajo v
prispevku. V besedilu najbodo navedeniv okroglem oklepaju. Kot primer

prikazujemo navajanje ¢lanka (1), poglavja v knjigi (2) in spletne strani (3).

Seznam vseh navedenih virov naj sledi na koncu besedila, oznaceni naj
bodo z zaporednimi Stevilkami, kot so navedeni v tekstu. Ce je avtorjev
dela ve¢ kot Sest, navedite le prvih Sest in nato dodajte ez /.

LABORATORIJSKA MEDICINA

* V primeru ponatisa ali minimalne spremembe slik

ali drugih elementov v prispevku mora avtor priloziti
dovoljenje lastnika avtorskih pravic za objavo v
Laboratorijski medicini.

Primer navajanja znanstvenih ¢lankov:

1.

Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, et al. Stan-
dards and guidelines for the interpretation of sequence variants: A joint
consensus recommendation of the American College of Medical Genetics
and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med.
2015;17(5):405-24.

Lieberman M, Marks A, Peet A. Fate of Amino Acid Nitrogen: Urea Cycle.
In: Lieberman M, editor. Basic medical biochemistry. 4th ed. Lippincott
Williams & Wilkins; 2013. p.-707-23.

Deafness Variation Database [Internet]. Available from: http://deaf-
nessvariationdatabase.org/
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Vitalen skok naprej pri
testiranju srcne funkcije _

Hitrost in tocnost, kjer je to
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Cakanja na visoko obcutljivi
Troponin | v POCT okolju

Atellica and Magnotech are trademarks of Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
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Sledljivost transporta za
varnejse in ucmkovutejse

Tekom transporta je potrebno preveriti:

Cas od odvzema Temperaturo od Jasno
do analize odvzema do sledljivost
anailize
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BD resitev za ravnanje z vzorci
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transportnim spremljanje Casain delovni proces zagotavlja
enotam in Casain T temperature in skrajsa cas avtomatizirano in

posameznim transporta od odvzema hitro posodobitev
epruvetam vzora do rezultata podatkov
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IMATE VSE,

KAR POTREBUJE VAS LABORATORIJ?

V Mikro+Polo vsak dan zivimo slogan »vas partner za laboratorij«. Predstavljamo
vam nekaj najzanimivejsin aparatov, ki vam bodo olajsali delo v vasem laboratoriju.
Za vse aparate vam zagotaviljamo lasten servis in strokovno poprodajno podporo.

Avtomatiziran ESR analizator ALCOR SCIENTIFIC - iSED

Nov popolnoma avtomatiziran analizator za dolocanje stopnje sedimentacije eritrocitov

Avtomatizirani hematoloski analizatorji ERBA
Ponujamo vam demo aparat H360 za brezplacno 14-dnevno testiranje!

H360 s 3-diferencialno kompletno krvno sliko: Elite580 — 5-diff KKS s podajalcem epruvet
B Za analizo analizator potrebuje le PuL polne EDTA krvi.
B Zmogljivost: 60 vzorcev/uro.

B 22 parametrov: WBC, RBC, HGB, HCT, MCV MCH, MCHC, RDW-CV,
RDW-SD, PLT, MPV, PCT, PDW-CV, PDW-SD, P-LCR, P-LCC, Lymph%/#,
Mid %/#, Gran%/#.

3 histogrami: WBC/RBC/PLT.

B Vgrajen termalni printer (moznost priklopa tudi na katerikoli printer).

B Demo aparat H360 za brezplaéno 14-dnevno testiranje.

| Ve
H360 — 3-diff KKS H560 - 5-diff KKS

Centrifuge HETTICH

Robustne, nepogresljive in tihe. Proizvedene v Nemciji.

Vabljeni v Hettichov
spletni »showroome, kjer
si lahko v 360° formatu

ogledate vse njihove
centrifuge in Se vec:

www.hettichlab.com/showroom
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(( ©0806140) Mikro+Polo d.o.0, Zagrebska cesta 22, 2000 Maribor, wwwmikro-polossi, podpora@mikro-polosi @) @ @ @ ©

NAJVECJI SLOVENSKI DOBAVITELJ ZA LABORATORIJE



VRHUNSKI
ANALIZATOR]
REAGENTI
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na podrocju W k
kliniéne diagnostike:

.

biokemija
imunologija
hematologija
urinska analiza
avtomatizacija

Ne glede na velikost vasega laboratorija
vam lahko ponudimo vrhunske analizatorje in
reagente na podrocju klinicne diagnostike.
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COULTER

Partner podjetja Beckman Coulter v Sloveniji, za podrocje diagnostike:

www.mediline.si
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LIQUICHEK SERUM INDICES

Neodvisen kontrolni material namenjen za kontroliranje sposobnosti
analizatorja za zaznavanje hemoliticnih, iktericnih in lipemi€nih (HIL) vzorcev.

Prednosti uporabe:
& PO g § S
IzboljSa odkrivanje Kontrolira analizator pri Primeren za vecino
predanalitiénih motenj odkrivanju HIL interferenc hiokemijskih analizatorjev

Kontrolni material Dostop do peer skupne, ki pomaga
humanega izvora prepoznati morebitne odklone in napake

Distributer za Slovenijo:

TeJELTEN

Diahem d.o.0., Apace 207, 2324, Lovrenc na Dr. polju, Slovenija
+386 51425963 » info@diahem.si
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Hematologija, analiza urina (pretocna
citometrija) avtomatizacija
Biokemija, imunologija, transfuzijska medicina
Digitalna morfologija
HBA1c — HPLC metoda, POCT ,!
Imunologija 166 paramstrov
.. ESR- sedimentacija eritrocitov l
ics  Barvalnik krvnih razmazov %
POCT (CRP, HbA1c,....) P
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