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radova miladih znanstvenika na I7, kongresu IFCC - World Lab 1999,

w okvirn kojeg je odriano | predavanje.

IFCC

MOGUCA ULOGA OSTEOGENOG
PROTEINA-1 U ISHEMICNOM I
NEFROTOKSICNOM ZATAJENJU
BUBREGA

The Role of Osteogenie Protein-1 in Is-
chemie and Nephrotoxie Acute Renal
Failure

'‘Rogic D, *Vukidevié 8, *Badid V, 'Stavljonid-
Rukavina A

'Kliniéki znvodd za laborntorijsku difagnostikn Medicinshog
fakulietn Sveotilidta v Lagrebu @ Klinidkog bolmidkog centrm
dEngreb, Eagreb, "Eoaved zn anatomiju “Bragoe Peravic™

Medicinskog fakulteta Svendilidta u Zagrobo, Zagreh

Osteogeni protein-1 (OP-1) ili kedtani morfo-
genetski protein-7 (BMP-7) po primarno) strukiurn
flan je proteinske obitelji transformirajudep
finitelja rasta<f (TGF-A) Iako prvobitno otkriven
zhog svojstva poticanja rasta kosti, mizom pokusa
na Zivotinjskim modelima dokazana je neophod-
nodt prisutnesti ovoeg proteinn za normalan
embrionalan razvo) bubrega, Midevi s OP-1 nul-
mutacijom umirn unutar prvog donn postnatalnog
fivota uslijed potpunog ispada bubreine funkcije.

Uzimajuéi u abzir izrazitu regenarativou mod
bubrega, postoji moguénost da bi OP-1 mogao
djelovati 1 postnatalno, kao faktor rasta u proceau
riegeneracije ostedenog bubrega u odraslih. U ovoj
atudiji ispitano je djelovanje sistemski apliciranog
ljudskog rekombinantnog osteogenog proteina-1 u
givotingshom modelu (Stakori) ishemiénog 1 ne-

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br, 1-2, 1998,

frotoksiénog bubreinog zatajenja. Ishemiéno-re-
perfuzijsko odtedenje bilo je izazvano zatvaranjem
bubrefne arterije spojnicom tijekom 60 minuta,
nakon fega je spojnica uklonjena i ponovno usta-
novljen normalan protok krvi kroz bubreg. Nefro-
toksiéno oftedenje bilo je izazvano dvama razli-
citim nefroteksiénim agensima: Zivimm kloridom
(dmg'kg tjelesne tedine) i cig-platinom (6 mg'kg).
Osteogend protein=1 bio je apliciran u Koncontracij
od 250 wer'kg, svaka 24 satn. Prva injekeija OP-1
aplicirana je bilo prije nastupa odteéenja {profi-
Inktitki pristup), bilo u odredenom vremenskom
razmaku nakon odtedenjn (terapijski pristuph
Ueores kevi uzimani su svaka 24 sata iz arbitalnog
pleksusa, a 24-satni urin sakupljan je u metabo-
lickim kavezima. Farmakokinetiéhe studije bio-
raspolofivosti OP-1 ufinjene su enzimskim imu-
notestom (Creative Biomolecules, UUSA). Stopa
smrinosti u ishemi¢nom i nefrotoksitnom modelu
bila je znatajno niZza u Fivelinja koje su primale
OF-1, Rezultati biokemijskih analiza u svim ispi-
tanim modelima pokazuju znadajno snifenje ure-
je, kreatinina, fosfora 1 kalija u skupimi #ivetinga
tretiranoj 8 OP-1, naspram kontrolne skupine.
Ostale biokemijske 1 histokemijske analize poka-
zuju kako: 1) OP:1 poboljdava hemodinamska
svojstva bubrega, vidljivo iz visih vrijednosti brzi-
ne glomerularne filtracye, izrazene preko klirensa
kreatininn, 2) emanjuje povrsinu bubrega zahva-
éanu nerkrozom i apoptozom. Rezultati ovih po-
kusn pokazujun poveljno djelovanje osteogenog
proteina-1 u smiglu ublofenja ofteéenga, te poti-
canya oporavka bubrega nakon akutnog zatajenja
rozlifitih ctiologija.
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Sabeel 1, Hrvolshog Eongresa medicinakih biokenmidara

ODABRANA PREDAVANIA

Clanici HDMB, Suzani Borovié, dodifeljena je stipendifa IFCC-a za
izradu dijela ovog cksperimentalnog radae na Karl-Franzens

seendiliiiu, Groz, Austrijo.

IFCC/P2

MONITORING INFLUENCE OF SURGICAL
STRESS ON FORMATION OF HYDROXYL
RADICALS IN VIVO

Praéenje utjecaja operativnog stresa na
stvaranje hidroksilnih radikala in vive

Borovié 8, Meinitzer A, Londarié I, Sabalovic
5 Zarkovié N, Wildburger R, Tillian M,
Stipandic I
Institud “Hder Boskovie™, Eavod za molekulamu medicin,
[nbarateriyy en diferencijacijia stanies i thiva, Zagred

Hydroxyl radical is one of the most harmiul
reactive oxygen species (ROS), which are formed
in excess during oxidative stress (shock, sepsis,
trauma, surgery, hypoxia, ischemia-reperfusion,
ete. ), It is known that surgery can eause forma-
tion of high amount of ROS, but the influenee of
surgery and ischemia-reperfusion on hydroxyl
radical formation in cancer bearing organisms is
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not defined, vet. For measurement of hydroxyl
radieal indirect methods are used determining
aromatic acids hydroxylation products. Hydroxyl
radical forms stable adducts with salicylic acid
through aromatic hydroxylation generating 2.3-
dihydroxybenzoic acid (2,3-DHBA) and 2,5-dihy-
droxyhenzoic acid (2,5-DHBA). These products ean
be separated and quantified by HPLC method
with electrochemical detection.

Modified method for 2,3-DHBA determination
was developed using per os or intravenous appli-
eation of acetylsalicylic acid in normal and tumour
bearing rats. Resulis obtained have shown in-
creased formation of hydroxyl radieal during sur-
wical stress and ischemin-reperfusion injury, both
in healthy animals and tumour bearing animals.
Thus, monitoring hydroxy]l radical in plasma
seems as a suitable model to ovaluate oxidative
stress induced by surgery and its influence on
cancer and the entire organism.

The author would tke fo thank IFCC for pro-
viding Professional Scientifle Exchange Sefolar-
ship,

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1954,



Sekeijska predavanja
Sesston Lectures

Selcijzhka tema: 5-01
Laboratorij u otkrivanju i pracenju posljediea rata
Laboratory in the Monitoring of War Consequences

5-0111

VODOOPSKREBA NA PODRUCJU SISKA 1
BANOVINE TIJEKOM DOMOVINSKOG
RATA

Water Supply in the Area of Sisak and
Banoving during the Patriotic War in
Croatin

Smit Z, Kodric-Smit M.

Wnvod za jovne mdravetvo grada Zagreba, Eagreb, TEavod za
javin drovsivo :lr'.upﬂﬂlj;" sisndko-mnslavadkes, Sisak

U radu je iznesen pregled djelatnosti vezanih
ue ispitivanje uzoraka vode 2a pice tijekom i na-
kon agresije na podrodjn Siska i Banovine.

Posebice je dan osvri na djelatnosti tijekom
rujna 1991, godine neposredno prije napadn na
gradove Petrinju i Sisak, kada je opskrba vodoved-
nom vodom zhog specifitnosti otvorenog vodoza-
hvatn @ smjedtaja magistralnog voda bila izravoo
UErdena,

U krignom periedu nedostatak svih neophod-
nih reagencija uvjetovao je da su se kod najvede
utestnlosti ispitivanja, tijekam prelaska na stard
pogon za kondicioniranje vode za pide, uz ostatni
klor i pH-vrijednoat mogli kontrolirati cijanidi,
toksitni metali, amonijak, plinsko-kromatografski
profil (“otisak prsta”) i organchalidi.

BIOUHEMIA MEINCA god. 8, br. 1-2, 1999,

S-01/2

POSLJEDICE (RATNOG) STRESA:
BOLESTI I BIOKEMIJSKE PROMJENE

Consequences of (Wartime) Stress:
Niseases and Biochemical Changes

Fligel M, Laue G, Dumié J,

Farmaceulsko-lMokemipsk mkultot Svedilidin v Zageebu,
Zovod #a bickemiju | melekularmu belogiju, fagrb

Fiziolofki mehanizmi prilagodeni su potreba-
ma fovicka u praskozorju ljudske povijesti. Co-
vieku-loveu u suodenju & opasnom zvijeri nije bilo
presudno boriti se protiv bakterija ili virusa (imu-
ni sustav), probavljoti hranu (probavni sustav) ili
razmnofavati se (reproduktivni sustav). Svu ra-
spoloZivu energu usmierio j@ u sustave nuine o
trenutnu obranu. Jednako tako ljudski organizam
izloden stresu preraspodjeljuje svoje energijske
izvore u sdekivanju nadolazede opasnosti: aktivira
motoritke i ogjetilne sustave do krajnjih graniea,
dok su probavni sustav, imunolodki sustav 1 re-
produktivni sustav privremeno prigufeni, jer su
nepotrebni za bijeg ili borbu. Potraje li takvo
stanje preduge, dolazi do odtedenjn suprimiranih
sustava, Ubrzani ritam danagnjeg fivota za mno-
ge prodstavljn stres, a obrambeni sustay, predvi-
den da se aktivira same u lznimnim situacijama,
radi daleko iznad svojih meguénosti. Posljedice su
brajne bolesti suvremenog fovjeka,
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Anteci 3. Hrvatskog kongrosn medicinakih biokemicara

SERCTISKA FREDAVANIA
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Posljednjih godina nedvojbeno je utvrdeno da
su stres 1 njegove pogljedice najopasnija epidemijo
koja prijeti zapadnem svijetu, Istragivanja u SAD
pokaruju da 50 — 60% stanovnidtva dodivi barem
jedan traumatski dogadaj, a 40% njih doivi tra-
umu prije navriene tridesete godine Eivota. Broj-
na epidemiolodka i eksperimentalna ispitivanja
dovode u vezu stres & pojavem i razvojem brojnih
bolesti, od jednostavnih virusnih infekeija i Gira
na felucu, do dijabetesa, kardiovaskularnih bole-
gti 1 tumiora, Izledenost trudnica stresu moke dove-
sti do porastn spontanih pobaéaja, znostajanja u
rasiu ploda koji je vidljiv i u druge) generaciji.
Procjenjuje se da su gotove dvije tredine svih po-
sieta lijefniku posljedica stresa, a da se ukupne
stete koje ameriéka industrja trpi zbog stresa
kredw izmeda 150010 300 milgard: dolara gediinge.

U Hrvatsko] ne postoji statistika izlokenosti
strosu. Medutim, veliki dio hrvatskog puéanstva
bio je wzlefen osobite tedkim traumama tijekom
Domovinskog rata (izlofenost ratnim djelovanji-
ma, progonstvo, smrt blvinjih, rozoreni domovi i
obiteljski Zivot, nezaposlenost 1 newEvjesnost te
gospodarski problemi). Analiza dostupnih podata-
ka u Zavoda za javno sdravstve RH jasno je poka-
zala ranjivost éovieka na intenzivan stres i razot-
krila pogubne posliedice ratnog stresa na zdravlje
hirvatskog pudanstva (a-d).

U laboratorijskim ispitivanjima biokemijskih
promjena izazvanih stresom posebno se istidu pro-
mjene u sastavy i glikozilaciji serumskih glikopro-
teinn. Laboratorijski modeli stresa no kulturama
gtonien i animalnim modelima omogeéili su i mje-
renje promjenn u ekapresiji i distribueiji ugljiko-
hidratnih receplora - lekting te enzima koji sudje-
luju u precesima glikozilacije, dto potvrduje vainu
ulogu glikobiologkih mehanizama v odgovoru na
glries,

S-01/3

PRIMJENA ANALIZE DNA U HUMANOW
IDENTIFIKACLIT

Use of DNA Analysis in Human Identifica-
Lign

duridic L.

Ministarsive unutarn)ib peslova Republike Hrvatske, Centar ga
krimimalistitkn vieltadengn "lvan Vialeti€”, Zogreh

Primjena analize kromosomske DNA u huma-
naj identifikaciji zapoéela je utvrdivanjem poli-
morfizma restrikeijskih fragmenata (RFLP), ali se

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999,



Sntect 3, Hrvatshog kongresa medicinakil blokemitara

SEKCLISKA PREDAVANIA

tok razvojem multilokus proba (MLPs) napravio
vielik iskorak, Originalmim multilokus probama
33,15 1 33,6 Jeffreys-a i dr. mogude je detektirati
velik biroj hibridizacijskih vrepei (CDNA fingerprint-
ing”). Osim genetski istovietnih blizanaca, vjero-
jatnost da dvije, srodstvom nevezane, ogobe tskadu
isti profil e krede od 0,2-2. 4x10" do Sx107,

Probleme obrade podataka, relativne velike
kolitine uzorka, a naroéito kvalitete DNA poku-
#nlo se rijediti uvodenjem lokus specifiénih proba
(5LPs)

1991. godine pofinje nove razdoblje primjene
analize DNA u humanoj identifikaciji uvodenjem,
na PCRu zaznovanih, sustava kratkih ponavlja-

jucih sekvenci (STRs), fime su rijedeni problemi
obrade podataka, kolidine uzorka, a narotito kva-
litete izolirane DNA. PCR produkte veli¢ine 100
- 350 bp vrlo je lako razdvajiti na denaturiranom
polinkrilamidnom (19:1) gelu, a multi PCR omogu-
cuje amplifikacpu do 15 razliditih STH sustava u
istoj reakeijskoj smjesi. Daljnji napredak se ote-
kuje od *DNA-Eipa”™ ("DNA-chip™).

Mitohondrijska DNA (mt-DNA) se nasljeduje
PO majct 1 prenogl 5 generacija na generaciiu pre-
ko fenskih srodnika, a u identifikociji se koristi
kad analiza kromosomske DNA nije moguéa, tim
vide dto su ufestale mutacije uvietovale prihva-
éanjo konsenzusne sekvence.

Sekeijshka tema: S-02
Lijekovi i farmakogenetika
Drugs and Pharmacogenetics

S-02/1

CLINICAL ASPECTS OF POLYMORPHIC
DRUG METABOLISM IN HUMANS

Klinicki aspekti polimorfnog metabolizmn
lijekova u éovieka

Schwab M.

[ Margarete Fischer-Boach Tnstitute of Clinien] Pharmno.
colugy, Btuttgnrt, Germany

Most drugs are metabolized to some extent,
which results in detoxification and elimination of
the drug or activation of the prodrug. Enzymes
responsible for human drug metabolism show
wide interindividual variation in their protein
expression or catalytic activity. Pharmacogenetics
deals with elinically significant hereditary varia-
tion in responses to drugs. Two types of pharma-
cogenetic conditions can be differentinted. Genetic
conditions transmitted as gingle factors altering
the way drugs act on the body (altered drug ne-
tion} or altering the way the body acts on drugs
{altered drug metabolism).

Pharmacogenetic conditions can aocour os rare
defects or as a polymarphism defined nz a mono-
genmie trait existing in the population in at least
two phenotypes (and presumably at least two
genotypes), neither of which is rare, i.e. the rar-
est phenotype still ocours at a frequency of more
than 1 %.

BIOCHEMIA MEDICA pod, 8. br 1-2, 1989,

Three phenotypes can be distinguished: exten-
give metabolism (EM), poor metabolism (PM) as-
sociated with accumulation of drugs caused by
mutation and {or) deletion of both alleles, and
ultrarapid metabolism (UM} resulting in in-
creased drug metabolism.

There is good evidence for some drug classes
that polymorphic expression of metabolizing en-
gymez (eg., N-acetyltransferase 2 and Cyto-
chrome P450 2D6, 2C19, 2C9) has provided an
explanation why some patients do not obtain the
expected drug effects or show exaggerated drug
response and serious toxicity after taking the
“standard and safe” dose of these drugs.

B-022
FARMAKOGENETIKA 1 KLINICKI
LABORATORI
Pharmacogenetics and Clinical Laboratory

Topié E.
Hlinieki Zaved 2 kemiju Medicinskoy fakulieta Svewntilista
u Hagrebo 1 Klinitke bolndes “Sestre mblasrdnice”™, Zngreb

Farmakogenetika je novija grana farmakolo-
#kih znanosti koja proudava vezu izmedu genctske
predispozicije pojedinea 1 njegove sposobnosti da
metabolizira neki lijek ili neki strani spoj. Razlike
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Zatec 3, Hrvatskop kongress meidicinakih biokemitara

SERCLISHA PREDAVANIA

u metabolizmu lijeka moge dovesti do tedke tok-
siénosti ili neuspjeha terapije uslijed promjenc
odnosa izmedu doze i koncentracije farmakologki
aktivnog lijekn u krvi, a rezaliat su genctske pro-
mjene, polimorfizmi, enzima ukljuéenth u metabo-
lizam lijoka.

Genetski se polimorfizam na temelju sposob.
nastn metabohziranga jekova povezuje & tri vrste
fenotipova, Fenotip ekstenzrivnog metabolizma
rextensive metabolizer, EM) lijeka znakovit je za
narmalnu populaciju; fenotip slabog metabolizma
(poor metabolizer, PM) udrufen je s nakupljanjem
gpecifiénih supstrata lijeka u organizmu, a pred-
stavlin nulozomno recesivno svajstvo nastalo mu-
tacijom vili delecijom oba alela edgovarna za fie-
notipgku ekspresiju; fenotip wltrackstensivnog
metabolizma (ultra-extensive metabolizer, UEM)
rezltira povedanim metabolizmom lijoka uslijed
amplifikacije gena koje proizlazi iz autesomne do-
minantnog svojstva.

Metode molekularne biskemije razvijene u kii-
nmifkim laboratorijjima su nova dijagnostidko sred-
sivo koje omoguduje otkrivanje alelskih mutacija
tir prepoenavanje homozigoinih i heterozigotnih
nosioca mutantnih gena. Prednost molekularne
dijagnostike no podrudgu  farmakegenctike jo
upravo dinjenica da rezultati farmakogenetske
ananlize osiguravaju podatak o genotipskim/Teno-
tipskim osobinama ispitanika glede njegove spo-
sobnesti metaboliziranja ljeka prije samog potet-
ka terapije, te tako omoguéuju odabir optimalne
doze. Usto prepoenavanie PM odnosno UEM feno-
tipa za odredeni enzim omoguéuje da se nadini
odabir tetovrsnog lijeka koji se metabolizira dru-
gim enximom te tako sprijete nedeljene reakeije
ili terapijske pogredke ushijed premale il prevelike
doze lijeka.

S-0273

ENZIMI CITOKROM P450 (ENZIMI CYP):
ZNACAJ ZA TOKSICNE UCINKE
KRSENOBIOTIKA

Cytochromes PA450 (CYPs): Role in Toxicity

of Xenohiolics

Rendic 5.
Farmocvutako-hinkemijeki fkultet Svwoutilidta o Zagrebu,
Envod ea larmoceuisako kemifu, Zapreh

Clanovi superporodice (nadporodicel enzima
citokrom P450 (enzimi CYP) smatraju se odgovor-
mima za aktivacyye brojnih Iijekova 1 drogih kemaj-

22

gkihi tvar u toksiéne produkte 1 intermedijere
reakeijama biotransformaeija, kod éega je od po-
sebnog znadaja aktivacijn prokarcinegenih o kar-
cinogene tvar. Prokarcinogena tvari su, medu
ostalim, sastojei koji nastaju obradom ili su zaga-
divadi hrane (heterocikhigki amini, pesticidi, nitro-
omini, policiklicki aromatski vgljiikovodicid koj s
biologkim aktivacijama, katalitékim véinkom en-
#ma CYP, prevede u toksiéne produkte. Tolksié-
nost lijekova i kemikalija biolodkim aktivacijama
testo ima ufinak na jetra, jer je jetra Kvantita-
tivno najvainije mjesto u organizmu na kojem se
odvijoju reakeije biotransformacija, ali mogu dodéi
do tzraZaja 1 v mnogim organima i thivima, Premn
tome ¢¢ biologka aktivacija noke tvar u toksifne
produkte ovisiti o kvalitativiom i kvantitativnom
gadriaju enzima CYP (tzv. “profil enzima CYP")
u stanicama. Pojava toksitnih wCinaka i tumor-
skih obaljenja u nekim organima ili tkivima, kao
posljedica izlofenosti kemijskim tvarima, fosto se
povezuje sa specifitnam “profilom enzima CYP” ne
samo U pojedinim organima nego | prisutnim raz-
higitim vrstama stanica. U predavanju ée se prika-
zati saznanjs o mogudo) povesanosti “profila on-
zima CYP", pojave toksiénih uéinaka u specifiénim
organima i tkivima, te mogudoj Nziolodkej ulozi
ovil enzima,

85024

GENETIKA [ SREDSTVA OVISNOSTI:
PRIMJER VISESTRUKIH INTERAKCLJA
LIJEKA | NASLLIJEDA

Genetics and Addiction: An Example of
Multiple Interaction of Drug and Heredity

Lackovic Z.

Znved ta farmakolegijn Medicinskeg fakultets Sweudiliftn u
Zagreba, fagrab

Sredstva ovienosti kao 1 brojni hjekovi kaji se
rabe u psihijatriji 1 neurologiji mijenjaje funkcio-
niranje nadfeg mozga 1 nema évrste granice ixmedu
lijekova i “droga” i mehanizmi njihova djelovanja
su isti ili sliéni. Za nastanak ovisnosti posebno se
gmatra gnacajnim mezolimbickl dopamimergiéka
sustav koji oblikuje tzv. centre ugode. Npr. u
“knockout” mideva kop nemaju D2 dopaminer-
gitke receptore, opijati vide ne stvaraju osjeéa)
ugede, Istradivania gena 2n ovay receptor u ovi-

pokazuju da postoje penetske razlike u odnosu na

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br 1-2, 1589,



BEKCIIS KA PREDAVANIA

Sateci 3. Hrvatskog kongresa medizinskih bickemicara

vedinu drugih Hudi. Naime, dok Al alel za D2 re-
ceptor nalazimo u oko 20% wkupne populacije, u
teflih olkoholidara njegova zastupljenost iznosi
oko T0%. Razlike izmedu gena (Al i A2 alel) se
nalaze na regulacijskom dijelu i posljediéno je u
alkoholitara “PET-scanom” nadeno smanjenje bro-
ja D2 receptora u mozgu. Dok je to primjer na-

alijedn koji potiée nastanak ovisnosti, postoje i
suprotni primjeri. Medu Japancima i nekim dru-
gim naredima Dalckog istoka ulestaliji je alel
ADHZ-2 koji u njih stvara acetaldehid dehidro-
genazu wrlo niske aktivnosti, keja vrle sporo
razgraduje acetaldehid. Posljediéne, pri uzimanju
i vrlo malih kolidina alkahola oni se osjeéaju lode.

Sekeijsha terna: 503
Molekularna dijagnostika: standardizacija, procjena kakvoce,
automatizacija

Molecular Diagnostics: Standardisation, Quality Control and
Automatisation

S-031

QUALITY ASSESSMENT IN MOLECULAR
GENETICS

Osiguranje kakvode u molekularnog
geneticd

Ramsden S,

Regional Molecular Genetics Inboratory, LK NEQAS and
EMGQN, Manchester, United Kingdom

Clinienl Molecular Genetica represenis an
emerging discipline with a wide range of diagnos-
tic applications. With the rapid development of
molecular technology scientists working in the
area of inherited human diseases realized the re-
quirement for a highly interpretative external
quality assessment (EGA) scheme. An EQA
scheme con be usod to measure the quality of the
whole analytical process including DNA/RNA ex-
traction, genotype analysis, interpretation and
risk analysis. Most disciplines may not assess the
interpretation of results; however, in molecular
genctics this aspect is increasingly regarded as an
easential part of the laboratory process and re-
guires nssesament accordingly.

A number of national quality assessment
schemes have been developed in Europe for this
purpose namely in the UK, Holland, Ireland and
Germany. In addition a disease specific EQA
scheme has been run on a Europe-wide basis for
a number of years for evstic fibrosis. Based largely
an the experience acquired from these schemes we
are eurrently developing the European Maolecular
Genetics Quality Network (EMQN) to supplement
and extend the services already avalable. In this
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manner we are aiming to offer peer reviewed
quality assessment to centres where it haz not
previously been available. The rarity of most
single-gene disorders gquestions the viability of
disease specific EQA schemes unless a European
or International scheme is considered.

There is o wenlth of diagnostie experience
present in centres across Europe. By organising
disense specific best practice meetings the EMGN
ig, in addition, aiming to draw up guidelines on
internal guality assurance,

This presentation will discuss the means by
which quality assessment is currently achieved
and best practice offered in the molecular analy-

sis of inherited human diseases and the progress
maode so far by the EMQN,

S5-03/2

QUALITY CONTROL PROGRAM IN MO-
LECULAR DIAGNOSTICS

Program prociene kakvode u molekularnoj
dijagnostiei

Sertié¢ J, Zadro K.

Chimical Institute of Loboratory Dingnosis, University of
Zagreh, Schosd of Medicine and University Hospital Zngrel,
Layrrel

Increasing interest in molecular diagnosis 15 a
rosult of scientific knowledge in molecular medi-
cine acquired by DNA methodology. In most coun-
tries elinical laboratories offer molecular genetic
dingnostic testz, These contres are faced with the
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problems, found in other diagnostics, of standard-
ization, quality controls and response time. The
techniques used in the analysis of genetic infor-
mation require special emphasis and a clear defi-
nition in preanalytical and analytical steps. A
variety of controls should be implemented to de-
termine guality of single steps during nueleic acid
analysig, As in conventional clinical chemistry
internal and external quality contrel can be dis-
tinguished. Internal quality control is related to
preparation of test materials (DNA/RNAJ, eDNA
synthesis, amplification and evaluation lest re-
aulta. External quality control includes method-
ological proficiency testing to contral the clemen-
tary analytical steps in molecular genetic testing
and application-based proficiency testing which is
suitable for frequent diagnostic problems, e.g.
CFTR mutations in cystic fibrosis, dystrophin
gene mutalions in muscular dystrophy type
DuchenneBecker, factor V' Leiden mutation in
thrombophilia, al-antitrypsin deficioncy, muta-
tions in apoBIOO and LDL recoptor genes, apo E
polymorphism and other.

In some EU countries there are co-ordinated
attempts to address quality issues in the areas of
standards, management and external Quality
Assessment (EQA).

Far this reazon Clinical Institute of Laboratory
Diagnosis, Zagreb University Clinienl Hospital,
has Reference Loboratory for Clindcal Chemistry
and Molecular Diagnostics which was the first in
Croatia to perform the following external quality
control programs;

— European concerted action on cystic fibrosis
Qualily control ECCACF 18994-1956. 1997,

- European Molecular Genetics Quality Net-
work EMQN Duchenne Musenlar Dystrophy
European EQA J9895,

The results of the first large ECCACF quality
assessment (136 laboratories participated) was
published in the Ewropean Journol of Human
sonetica this year, The development of & consen-
sus testing strategy for molecular diagnostic labo-
ratories for rave or regional-specific mutations in
expert centres in combination with quality con-
trols should improve molecular diagnosis of these
disorders.
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S-03/3

STANDARDISATION AND QUALITY CON-
TROL OF VIRAL NAT METHODOLOGY *

Standardizacija i procjena kakvode u
maolekularnoj dijagnostici virusnih bolesti

Grahovae B.

Croatinm Institute of Tranafision Medicine, Lagreh

The advantapge of NAT is its ability to detect
a virus during the window period or seronegative
stages of infections and to act as a marker for vire-
mia, and to detect viruses in products made from
large pools of plasmn, Only nucleie acid-based
direct detection syvstern has the capacity to
shorten the window period significantly. In the
USA this reduction is estimated to be 11 days for
HIV, 51 days for HCV, and 25 days for HBY. True
immunity may also be differentiated from persis-
tent infoction in the presence of autoantibody.

Recent outbreaks of hepatitis C after admin-
istration of gammaglobulin and of hepatitis A af-
ter infusion of elotting factor preparations have
triggered discussion about screening of plasma
pools with NAT. The sereening of plasma pools by
PCR showed the presence of HCV-RNA in 8% and
52% of plasmn pools from Europe and USA, re-
spectively. The plasma product manufacturers,
anticipating future regulation, have introduced
viral NAT testing of plasma minipools to screcn
out the contaminated units.

In 1995, the WHO International Working
Group of the Standardization of Gene Amplifica-
tion Technique for the Virelogical Safety Testing
of Blood and Blood Products (SOGAT) has de-
clared as the first priority the development and
characterisation of an international WHO-stan-
dard for viral NAT blood safety testing. Such pri-
mary reference preparations can be used for cali-
bration of secondary standards in many laborato-
rics.

Sinee 1992, four international collaborative
stuchies for the detection of HEV-DNA, HCV-RNA
and CMV-DNA have been crgamised by the
EUROHEP and ESCV working groups. These pro-
ficiency studics were conducted for the characte-
risation of reforence standards and testing the
perfermance of the laboratories. It has been dem-
onstrated that half of the participating lnborato-
ries generated false pasitive or false negative NAT
results, Only 16%-23% of the participants re-
ported faultless results, whereas another 21%-
20% mizsed a weakly positive sample (Table 11
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Table I Perfurmance of laborntories on EUROHEPESCY referense pancls an 4 collnhorative stodies (nndiluted samples,

dilution serisl

HOV-HNA HEV-DNA HOY-RMA CMVIDNA
Performummnes 1003 19493 jRILT 1505
| {N=ZT i =430 iN=138) N=i1)
Fraultless 1675 23% 16 19%
Cnlly wenkly pos, misasd 23% 1% 0% 24%
Tatal sufficient guality B L 44% 4h6% L%
False poifneg. resulis G1% T i 555 5TR

Professional viral diagnostic or blood safety
NAT laboratories have therefore included & num-
ber of weakly positive and negative samples in
each test run to contral the sensitivity and speci-
ficity of their test service,

The participation in external quality nssess-
mint schemes, like EUROHEP proficiency stud-
ies, has proved (o be very useful for such lnbora-
tories, offering them the possibality to test their
own NAT performonces. The World Viral Quality
Contral (VQC) organisation contnucd the EURO-
HEP/ESCY activitios, and in 1997 approximately
100 laboratories participated in the international
VQU proficiency programmuoes for the detection of
HCV-RNA, HEV-DNA, HIV-RNA and CMV-DNA.
Quality control pancls consisted of strongly posi-
tive and negative snmples, and half log dilutions
of genotyped VQU plasma standards,

A collaborative study performed by the Na-
tiomal Institute for Bislogenl Standards and Con-
trol INIBSC) was undertaken to examine the sen-
sitivity and reproducibility of HCV-RNA PCR as-
says of plasma pools in order to establish o rofer-
ence sample for HCV PCR testing of plasma pools,
Samples consisting of an HCV-RNA pozitive do-
nation diluted tenfold in an HCV-RNA negative
cryosupernatant were sent to 16 participating
Inbarntories. Results of the in-house assay indi-
cated that a 10 dilution of a positive donation
could be uged s o reflorence sample, as this was
the highest dilution of the posgitive donation de-
tected in all szsave. The results obhtained with a
commercially available assay, desipnated for use
with single-donation plasma or serum (Roche
Amplicor™ HCY test), were not so clear-cut and
the assay appeared to be ten fold less zensitive
than the in-house aszays,

Table 2 shows detection rates at a 10-fold di-
lution of PELISPY run control (this iz a 1:1000
dilution of the EUROHEP type 1 standard and
contains 3600 geg/ml), when using in-house PCR,
regular AMPLICOR or AMPLICOR with o modi-
fied sample preparation.

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, b 1-2, 1899,

Table & Dewction rate of PELISPY HOV-ENA run contrad
(ELUROHEP genotyvpe 1 standnrd, 3800 gog'mi)

Somber of positive ai PELIST™Y dilation
{pangml b
Methmi
wlilated 0 : 40 U TR A 1
iHil d60 A6 i
In laonse 100% T g
2525 AhfllE
AMPLICOR B i
H2 AR & )
AMPLICOR 100 %
il TLT1 Hi0AHS
AMPLICOR 100%: 100% 100% HE
eibpneod &5 )] i3] 4]

mod. AMPLICOR © 10k el Proa Karganie extraction
ok, AMPLICOR : 2 ml glass milk exteaction

Many laboratories that use PCR for testing
HCV contamination of plasma pools or plasma
mini-pools try o enhance the sensitivity of the
PCR method by increasing the plasma extraction
volume, One approach to achicve this goal with
moderate enhancement is ultracentrifugntion of
the plasma and the other 1% the use of alternative
sample extraction protocols, with the glass milk
protocal by Organon Teknika, capable of 100-fold
AMPLICOR PCR sensitivity enhancement.

The realistic guidelines for blood safoty test-
ing by using the sensitive NAT assavs should be
established. The 1997 VQC proficiency program-
muo, in which a large number of lnboratory world-
wide test the halfl log dilution of the genotyped
VQC and EUROHEP standards, may be an in-
atrument to address this issue. The collaborative
VQC proficiency study results will be used for
charncterisation of the VO standards and vali-
dation of NAT methods used by the laboratories,

For the first time, an official institution, the
Paul Ehrlich Institute from Germany, imple-
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mented in 1997 the guidelines for obligatory use
of MAT testing in order to control red blood cell
concentrates which should be negative for HIV,
HCV and HBV genomes. They demand that the
candidate NAT methods, designed for individual
bload donations (i.c. PCR) should be set up to the
detection limits of 2000 geg/ml for HCV, 1000 geq!
ml for HIV and 500 geg/ml for HBV.

* Tpvnilnk iz predavonga “Guality control of confirmition
testing amd POR for wiral infectious mintkers”, ndrkinog 23
sutionike European School of Transfusion Medicne o Dubray-
miku. 2326, travan) 1504

s-014

AUTOMATIZACIJA U CITOGENETSKO.
MOLEKULARNOJ DIJAGNOSTICI

Automation in Cytogenetic Molecular
Diagnostics

Mrsic S,
Klinitki saved 22 lsboratorjske difngnoatika Medicinekag
fakulters Svendilidun u Sagreba i Klinitking Bolnidkeg contra
Zagreb, Lagreb

Citogenctika je znanstvena disciplina Koja is-
pituje morfologiju i dinamiku kromosoma. Istragi-
vanjem kromosoma i kromossmskih poremedaja
nastoje se otkriti zakonitosti 1 biologko znatenje
njihove pojave u malignim bolestima. Rezultati
ispitivanja nailaze na praktitnu primjeny u dija-
gmostici i pradenju tijeka bolesti. ldentifikacija
kromosomskih regijn bitnih za razve) bolesti omo-
gutila je ispitivanje malekiularnih mehanizama
maligne transformacije. Osnova citogonetike jo
staniéna kultura kojom sc dobivaju metafazm
kromosomi potrebni za analizu, Unatof napretku
medicine kaltivacijn stanica jod uvijek je manu-
alna metoda koja zahtijeva vrijeme, znanje i strud-
nost. Nove molekularne metode u citogenetici kao
dto su FISH, SKY, M- FISH te CGH pracene su
gpecifitnim kompjutorskim programima kaoji se
koriste u analizi kromosomskih poremedaja. Auto-
matizacija u citogenctici mode se podijeliti u dva
dijela: nnaliza metafaza te analiza signala. Naime,
nakon kultivacije stanica potrebno je analizirati
metafaze nn predmetnom stakaleu, Kako su u
vedini sluéajeva metafaze rijetke njihovo leciranje
i analiza mode trajati satima. Automatizacija je
rezultirala dramatiénom uftedom vremena u pro-
nalazenju i analiziranju metafaza. Uvodenjem ra-
Funala te stvaranjem veze izmedu rafunala i mi-
kroskopa traZenje metafaza polpuno je automa-
tizgirano. Rofunalo samo 3 pomocu automatskog

26

fokusa na mikroskopu analizira ponudena pred-
metna stakalea te stvara galeriju metafaza za
kasniju analizu. Fluorescentna in situ hibridi-
zacija (FISH) je tehnika melekularne peneliko
koja omeguéava vizualizaciju i time izravnu iden-
tifikaciju specifienih DNA i m-RNA sekvenc (dije-
lova gena, gena, specifiénih kromosomskih regija
i cijelih kromosoma) w stanici. 5 pomotu ove
metode moge se iskoriftavati ne samo metafazni
kromosomi veé i interfazne jezgre. Metoda FISH
temelji e na specificnog hibridizaciji dvijo komple-
mentarnih sekvenci, to je i jedno od osnovnih
nadela molekularne genetike. Upotrebom razli-
¢itih proba dobivaju se i signali razlitite velifine,
Svaki signal koncentrira se u podrudju specifitne
regije kromosoma (npr. centromeral Za svaki
nalaz potrebno je analizirati od 200 do 400 inter-
faznih jezgara, n u nekim slugajevima i vide, Uvo-
denjem kompjutora te specifiénih programa kapi
sluge 2a analizu slike i signala dobilo se na kvali-
teti, ali | na broju analiza,

S5-03/5

PRIMJENA COBAS AMPLICOR SUSTAVA
U MOLEKULARNOJ DIJAGNOSTICI
HEPATITIS C VIRUSA

Application of Cobas Amplicor System in
Meolecular Diagnostic of Hepatitis C Virus

Bingulae-Popovié J, Grahovac B,

Hevatski govod 20 Lrll.ltn.ru::i.plhl modicinu, Lagreb

Primjena malekularno-biologkih meteda u la-
boratorijekej dijagnostici zahtijeva standardizaciju
metoda koja obuhvaéa proviera reproducibilnosti,
specifiénosts i osjotljivosti postupka, a u gvrhu
provedbe kontrole kvalitete metoda. To je bilo
moguée postiéi jedine uvodenjem autematizacije
u molekularnu dijagnostiku. Roche Diagnostic Sy-
stems razvio je polunutomntizirani COBAS AM-
PLICOR sustav koji se rabi za dijagnostiku krvlju
prenosivih bolesti - virusa hepatitisa B i C, kvahi-
tativan i kvantitativno,

Sustav automatizira tri procesa: PCR umno-
savanje specificne, ciline nukleinske kiseline u
uzorku; hibridizaciju umnofenog produkta na
oligonukleotidne probe specififne za cilinu sekven-
cu: kolorimetrijsku detekeiju specifienog PCH
produkta. Unos uzorakn i reagensa vrii se & po-
moéu barcode fitaca, a rezultati se automatski
(EIUETT

Sustav COBAS Amplicor je u primjeni u HATM
ako godinu dana. Za to vrijeme uéinjeno je vise
od 1000 kvalitativaih i vide od 300 kvantitativnih

RIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1983,
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odredivanin hepatitis C viruza u urorcima seruma
ili plazme bolesnika. Uvodenjem interne kontrole
(IC) u kvalitativne analize motemo utvrditi pri-
sutnost inhibicijskih supstanci koje interferiraju
u PCR umnoiavanju. Reproducibilnost 1 osjetlji-
vast kvalitativnog odredivanja HCV-RNA u uzor-
ku definirana je na 2000 virusnih kopija /ml.

Kvantifikacija HCV-RNA omoguéena jo upo-
rabom QS-internog standarda, s poznatim brojem
virusnih kopijn koji se koamplificira uz eiljnu vi-
rugnu RNA. Broj kopija HCV-RNA u m] seruma
tdreduje se usporedbom uzorka | internog stan-
darda. Za kvantitativou metodu osjot]jivost i re-
producibilnost progjenjuje se na <1000 virusnih
kopija‘ml, koje je moguée utvrditi u 100% sluéa-
jeva s pomoiu AMPLICOR HCV MONITOR testa.
Linearnost metode je u podrudju izmedu 1000 i
500 000 HCV-RNA kopijn/ml.

S-046

MOLEKULARNE DIJAGNOSTICKE
METODE U MIKROBIOLOGIJI

Molecular Diagnostic Methods
in Microbiology

Pleéko V.

Zovod 2o klinkthu | malekulamu mikrobiolegiju Klinidkog
Balnidkog ceitri fngreb, Zagreh

Molekularne mikrobioledke dijagnosticke me-
tode danns s koriste za karakterizociju mikro-
orgunizama 2a koje su metode kultivacije slozene,
iruzetno skupe ili ne postoje. Time je mikro-
biolodka dijagnoza bria i dostupnijn. Znoéajna

primjena molekularnih metoda je 1 u genotipizaciji
mikroorganizama istog fenotipa (npr. pracenje i
kontrola bolniékih infekeija) te dokazu virulentnih
sojeva na osnovi genetskih obiljezja (npr. izdva-
Janje riziénih skupina bolesnika za razvoj odre-
denih bolesti ). Metode mogu biti hibridizacijske
(vezanje probe obiljezene radioaktivno ili enzimski
2 odredenu ciljnu molekulu; reakeija mode biti na
krutom nosaéu, u tekuéini ili pak in gitu.)

Cijeli niz molekularnih metoda koristi ampli-
fikaciju bils ciljnih molekula inpr. polymerase
chain reaction - PCR, strand displacement ampli-
fieation - SDA), amplifikaciju probe (npr. ligase
chain reaction - LCR) ili signala (branch DNA -
bDNAL Time se postize veén osjetljivost u odnosy
na hibridizacijske tehnike. PCR je 10 - 100 X osjet-
iviji od hibridizacyskih tehnika. Zbog visoke
agjetljivasti amplifikacijskih metoda potrebna je
posehna orgamzacija rada 1 zadtitne mjere koje se
moraju provaditi tijekom cijelog postupka da se
izbjegne kontaminaeija ispitivanog uzorka nukle-
inskom Kiselinom 1z drugog izvora te mogudi lagne
poxitivan rezultat testa. Kontrola kvalitete s pro-
vaddi neprekidne 1 u svakom dijelu posiupka,

PCR 1 bDNA su molekularne tehnike kojima
jo moguén i kvantitativaa detekeija odredenih
mikroorgnnizama, tj, specifictnih sekvenci, §to jo
bitno u odredenim indikacijama (npr. pradenje
utinka terapije u bolesmka oboljelih od HCV, HBV
ili HIV infekeije).

Sve se ove metode noprestano wsavrdavaju i
uzporeduju kako medussbno take i sa standard-
nim klasiénim metodama u odredenim specifiénim
indikacijama. U rutinskoj primjeni koriste se one
motode koje imaju znatne prednosti u odnosu na
kliasiéne,

Sekeipzka temea: S-04
Dijagnostika uz bolesnié¢ku postelju
Point of Care Testing

S-0411
RELEVANCE OF POCT OF CRITICALLY

ILL PATIENTS IN THE ANESTHESIOL-
OGY AND INTENSIVE CARE UNITS

Znadenje testiranja uz bolesniéku postelju u
jedinicama intenzivoe njege i anesteziologije

Maresz ¥5.

Novi Hiomedical, Viennn, Ausiris

POCT (Point-ol-care-testing) has allowed sig-
nificantly improved turnaround times in remote
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sites, This helps make rapid decision and apply
propor patient therapy. In this study, performed
in Austrian hospitals, the relevance of various lab
tests has been estimated,

All Austrian hospitals with intensive eare units
were asked to answer the following questions:
which tesis are performed at the admission Hme,
after 24h, which tests gave unexpected results,
influenced diagnogis and or therapy changes,

Blood gas analysis followed by Na and K were
mast frequently performed tests at the admission
time. Hb derivatives were rarely tosted.
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Unexpected results were Tound in 10% of all
cases, Potassium with 20% of unexpected results
and over 85% of relevance (therapy change) was
in the first place, Magnesium and oxygen satura-
tion have given less expected results but with
1005 relevance, Shight medical consequences
were caused by the unexpected results of biliru-
ban, GPT, leukocvtes and osmolality. Controls per-
formed sfter 24h showed that the number of un-
expectod results was dramatically reduced, with
anly rare relevance. However, potassium and p02
still showed the highest rate of consoquent the-
rapy changes,

The results indicate the tests which are maostly
relevant and should be performed at POC and
which have minimal influence on therapy changes
and ¢an be done in central lab even when the re-
eultz are available with delay.

5-0442

BIOSENZORI U KLINICKOJ KEMLI:
NACELA RADA I PRIMJENA
Biosensors in Clinical Chemistry:
Principles and Application

'Grabari¢ BS, "Mandic Z.

'Prehrombeno-hiotehnobodkel Takultet Svestlbin o Soprebu,
fnvod zn kemija 1 biekemiju, fagreb "Mliva, Istrafivanie i

ragve), Lagrob

Kemigsks 1 biokemijski senzori imaju vainu
uluge u profirenju Znanstvenih spoznaja i una-
predenju tehnelodkog razvoja primjenom labeo-
ratorijskih, terenskih 1 procesmibh mjerenja ved
gotovo Citave stoljede, od ronih radova Kohl-
rauscha (1885) i Nernsta (1889) na dvoelekbrod-
nim olektrokomijskim dalijama | lonsko-gelek-
tivmim redoks-elektrodama pa do danas najuspjes-
pijeg kemijskog senvzors - membranske staklene
ili pH elektrode (Cromer, 1906), ¢ drugih svako-
dnevnoe primjenjivanih nemodificiranih i@ modifi-
ciranih elektroda koo 3te su kopajuéa Ziving
elektroda (Heyrovsky o, 1922), kisikova elektroda
(Clark, 1956) 1 ostalo,

Do pred dvadesetak godina istrativanja su bila
usmjerena vide na primjenu kemijskib i biokemij-
skih sengorn negoe na rasve] novih gensorn, vje-
rajatno i zhog toga dto su ti senzori v potpunosts
eadoveljavali tadasngi stupanj tehnolodkog razvojs
popratne instromontncije. No sve ved zahtjevi za
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pouzdanijim, asjetljivijim i selektivaijim odredi-
vanjima sve tefe odredivih analita u sve slofe-
nijim matricama, potakli su interdisciplinarni
pristup u razvoju novih senzorskih sustava,
posebne na podrudju biomedicine, klini¢ke kemije
i bistehnologije, Interdigciplinarnost tih istradi-
vanja povezala je mikroclektroniku, optoelek-
tromiku, gnancst o materpgalima, elektrokemiju,
spektrometriju, biokemiju, fiziku, nutematizacijuo
i kemometriku i dr, te dala kas rezultat nove
kemajske 1 biokemijske senzore. Jednako tako su
spornaje o gelektivaim kemijskim interakeijnma
kovinskih i drugih jonn 8 krunastim spojevima,
kriptandima, kaliksarenima, sferandima 1 dr., te
o biokemijskim interakcijoma enzim-supstrat,
hormon-receptor i antigen-protutijele omogudile
ugradnju tih visokeosjetljivih | selektivoih sustava
koo dijela za specifiéno preposnavanje edredenih
analita od strane kemijskih i biokemijskih sen-
eora, o signal koji nosi kemijsku 1 hiokemijsku
informaciju pretvoren je nagéesee u eloktridm sig-
nal s pomodu elektrokemijskih, optokemijskih,
piezoclektriénih i inih transduktora.

L' ovom pregledu bit ée prikazana podjela bio-
kemijskih senzora, osnovna nadela njihovog djelo-
vanja 1 odabrane primjene dosad razvijenih nag-
uspjednijih bissenzorn 8 posebnim naglaskom na
njihova sadadnja 1 buduéa patoncijnlna primjeni
u khiniékoy kemiji i biomedicini.

S04

ODREDIVANJE UZ BOLESNIKA: DIO
KLINICKO LABORATORIJSKE
DIJAGNOSTIKE ILI KONKURENCIJA

Near Patient testing: Part of Clinieal
Laboratory Diagnostics or Competition

Rumenjak V.

Rlinieki gavod en laboratorijaku dipngnostibu Medicinskog
fakuliets Svoeutibidtn u Eaogreba | Klinkikog balnitkog

contra, Sagreh

Izraz “odredivanje vz bolesnika” odnosi se na
sve biokemijske testove koji se ne provede u
medicinsko-biokemijskom Iaboratoriju veé tamo
gdje jo, 1 kadn, bolesmiku potrebno. Izrazi shénog
enndéenya u strano liloratun su: near-patient best-
ing, bedside testing, decontralized testing i,
najleste, point of care,

Odredivane uz bolesnikn posljednjih nekoliko
goding zauzima sve gnacajnije mjesto osobito
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jedinicama intenzivne njege. Uredaji na ognovi
mikroclektroda omoguéuju vrlo brzo dobivanje
rezultata elektrolita, glukoze, ureje, hematokritn
u malom volumenu pune krvi uz zadovoljavajuéu
preciznost i todnost. Pritom, broj mogudéih odre-
divanja neprestano se Siri, svaka analiza koja ima
utjecaj na medicingki tretman mode postati dio
odredivanjn ur bolesnika.

Kajvainiji argument za uvodenje aodredivanja
uz bolesnika je nuEnost sto brieg dolwvanja rezul-
tita uw gvrhu pradenja uéinka 1 potrebne korekeije
terapijskog postupks ked kritiemh bolesmika.
Meko su istrafivania tako potyvrdila da je uvodenje
odredivanja uz bolesnika znafajno unaprijedilo
rid hitne medicinske sluEbe te smangile potrosnju
nekih krvnih derivata. Prema rezoltatima drugh
istrazivanja, odredivange uz bolesnika gkratilo jo
boravak bolesnika u jedimicama intenzivne skrid.
Fored toga, ckonomskt razlozi prisiljavaju mnoge
laboratorije da rade s manjm brojem osoblja, éime
so produzuye analiticke vrjeme, a dto je dodatm
razlog za uvodenje odredivanya uz bolesnika.

Unatod ovim, ali 1 drugim pojedinaénim razlo-
rima kaji govore u prilog uvodenja odredivanja uz
balesnika, neka pitanja ostaju nerijedena 1 pred-

met #u brojnih istragivanja. Jedno od vagnih pita-
nja je biljefenje rezultata pretraga koje jod uvijek
nije automatsko, a dto mode dovesti do gubitka
podataka neophodnih u cjelovitom pracenju bole-
gnikn, Sljedede je pitanje osoblja koje de provoditi
odredivanje uz bolesnika: lijeénici 1 medicinshe
sestre u bolnicama imaju primarnu zadatu nepo-
sredne brige oko boleanika | dodstno optereéivanje
odredivanjima uz bolesnika mode imati za rezultat
smanjenje kvalitete takvog rezultatn. Dakako,
zhog toga je potrebna i évresta provedba kontrole
kvalitete. Konaéno, opéonito je poznato dn je
cijiena odredivanja uz bolesnika oko 2-3 puta veda
od eijene odredivanja uw centralnom laboratoriu,
dto zahtijeva preciznu progienu Koji ée se testovi
odredivati vz bolesnika.

Zbog svih otvorenih pitanga koo 1 zhbog osigu-
ranjn kontrole kvalitete medicinskn hokemigéan
trebaju imati aktivaw ulogu v provodenju odredi-
vionga uz bolesnika. Ne bi se smjelo dogodits da se
u holnicu uvodi odredivanje uz bolosnika bez stru-
enop sudjelovanjo 1 nodeora medicinskih bioke-
miéarn. Samo na ta) nadin moe e posticl puna
dijagnosticka 1 ckonomska uéinkovitest odredi-
vanja uz bolesnika 1 opravdati njegove uvadenje.

Sefciiska tema: S-03
Bolesti bubrega i njihovi eksperimentalni modeli
Kidney Diseases and their Experimental Models
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THE DIAGNOSTIC STRATEGY OF URINE
PROTEIN DIFFERENTIATION
Dijagnosticki pristup za razlikovanje
profeinurija

Ivandic M.

Institute of Chimeal Chemistry, Monicipal Hospatsl
Begenhaisen, Munchen, Germany

The differentiation of single marker proteins
in urine has found increasing dissemination over
the past years os a new strategy for screening and
mopitoring renal and non-renal diserders, By
guantitative measurement of up to 2even analytes
in urine in combination with a dipstick sereening,
proteinuria, hematuria and leucocyturia can be
assipnied to prerenal, glomerular and tubular, and
postronal couses [1-4)

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1999,

This diagnostic strategy supports a step-hy-
step evaluation of patients as outlined in Fig. 1.

EXCLUSION OF AN ACTIVE RENAL
PARENCHYMAL DISEASE

The dipstick fields for bloed { pseudoperoxadase)
and lewcoeyte esternse are vaed to exclude a he-
maturin/myogloinuria and leucocyturia. Urine
albumin has been introduced as a sensitive indi-
cator of glomerular dysfunetion. o -Microglobulin
has been recommended as a marker of tubular
reabsorption. The concentration of total proteins
in urine serves as @ plavsibility eontrol when it
i# compared to the sum of single proteins. All
gquantitative analytes are referred to urine crea-
timine to dimimish their varability in urine eaused
by changes in diuresis,

If the dipstick sereening is negative and the
quantitative analytes are within their reference
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ranges, an active renal parenchymal discase ean
be excluded with high certainty, I this first diag-
nostic step reveals pathelogical results, protei-
nurin, hematuria or leucocyturia can be further
differentiated by means of protein analysis or
other methods.

DMFFERENTIATION OF PROTEINURIA

Prevenal Proteinuria

A prerenal pmteinurin should be suspected
when a "protein gap” is detected using the ratio
of total protein to the sum of albumin and (: -
microglobulin: if the sum of the single prnl.;.-mu
accounts for less than 30% of total protein excre-
tion, a prerenal cause for this protein gap should
be considered. Using the dipstick result for hemo-
globin/myoglobin and immunofixation, a Bence-
Jones-proteinuria of o patient with a monoclonal
gammapathy ean be distinguished from myoglo-
binurin {rhabdomvolysis, musele traumn) or he-
muglobinuria after intravasal hemolysis, A protein
gap in combination with highly elevated exeretion
of tubular markers can be found in urine samples
of children with an inborn tubulopathy (e.g.
DeToni-Debre-Fanconi-syndrome) | 5],

Renal Proteinurin

Renal proteinuria can be described quantita-
tively and qualitatively nccording to its glomemlar
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and tubular shares using albumin and « -micro-
globulin. Based on these marker prnr,ema. a renal
proteinuria can be classified as due to a tubulo-
interstitial nephropathy or a primary/secondary
glomerulopathy.

Given the same albuminuria, exeretion of « -
microglobulin is on an average higher in paunnm
with tubulo-interstitial nephropathies than with
glomerulopathies because of the impaired tubu-
lar reabsorption. The higher urine concentrations
of the tubular marker in patients with secondary
glomerulopathies in comparison with primary
glomerulopathies indicate a stronger and differ-
ent involvemnent of the interstititial space in the
underlying glomerular disease (e.g. fibrosis of tu-
bules in diabetic glomeruloselerosiz).

In ease of o glomerulopathy with nephrotic
albuminuria (=3 g/g creatinine), an increase of o -
mieroglobulin in urine is caused at least partly I,;;,r
an “overlond™ of the tubule system due to an ex-
cessive glomerular proteinuria. Therefore, there
12 always an elevated concentration of this tubu-
lar marker protein when a nephrotic albuminuria
is found. A significant tubular proteinuria, on the
other hand, ean also be interpreted as caused by
an involvement of the renal interstitium in the
originally glomerular disease, for instance, if there
12 an interstitinl fibrozis in o ease of I{Imﬂrmlﬂ-
nephritia,

In order to decide how much of the excretion
of & -microglobulin is due to a structural tubular
damage, the tubular marker can be “corrected”
uging the exponential formula « -mieroglobulin
et Emicroglobulin - 4,7 x 0 00FE1" ahy

[ ST

This formula was derived from exeretion pat-
terns of selected patients with glomerulonephri-
tis whose renal interstitial space was devoid of
major histopathalogicnl findings |6]. It approxi-
mately describes the lower margin of the cluster
of primary glomerulopathies with s nephrotic al-
buminuria.

If the corrected value of ¢ -microglobulin is
within the reference range, lhl.ﬂ this tubular pro-
teinuria 15 assumed to resalt from an overload of
the tubule svatem. Coneontrations of o, I
globulin =14 mg'g creatinine are mtnrpre'r.ed as
showing an involvement of the renal interstitium
in glomerulopathy, a constellation having o poorer
Prognugis,

In tubulo-interstitinl nephropathies, an acute
pathological process ean be distinguished from a
chronie disease by considering N-acetyl-#,D-glu-
cosaminidase (NAG), an enzyme of preximal tu-

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br 1-2, 1999,
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bular cells: in acute tubular disorders {e.g. caused
by nephrotoxic antibiotics), the excretion of NAG
wsually exceeds 20 U'g ereatimine, if o -micro-
globulin iz =40 mg'g creatinine, Chronic tubulo-
interstitinl digenses are charocterised by inereased
i smicroglobulin without a major increase in NAG
13, 4).

Differentintion of Hematuria

A differentiation of o provenal, renal and
postrenal eause of a positive pseudoperexidase
dipstick 15 possible by means of urine protein
differentiation, if there iz a significant albumin
excretion (=1 00 mg/L) |1,2]. At lower albuminuria,
phoze-contrast microscopy should be uzed to look
for signs of renal hematuria such as dysmorphic
ervthrocytes, especially acanthocytes, and ervth-
rocyie casts,

A prevenal cause of the positive dipstick result
should be considered if a “protein gap” is found.
Additional tests con exclude or confirm hemoglo-
benuria or myoglobinuria as possible causes, Dif-
ferentintion of renal and postrenal hematurin is
based on the observation that e -macroglobulin
imolecular weight 720 kDD and 1gG (molecular
weight 150 kD) pass the glomemlar filter under
physiological conditions anly in traces because of
their molecular size.

Therefore, hematuria can be classified as be-
ing of renal origin by comparing the excretion of
IgG and e macroglobulin in relation to albumin:
a ratio of IgG to albumin < 0.2 (mg/mg) and an
iz -macroglobulin/albumin-ratio 0.02 (mg'mg) are
found in case of plomerular hematuria. In case of
postrenal bleeding, the ratios of 1gG and « -mac-
roglobulin to albumin in urine are similar to those
in plasma {z -macroglobulin/albumin > 0.02 and
lglnlbumin = 0.2).

Differentiation of Leucocyturia

According to the uring protein pattern, & re-
nal cause of leucocyturia ¢an be distinguished
from a postrenal source of the positive dipstick
result for leveocyte csterase,

A contamination is probable if a normal urine
protein pattern is combined with o positive leu-
cocyte dipstick, Whereas in case of postrenal
leueoeyturia the excretion of albumin and IgG
might be slightly elevated. renal involvement in
an inflammatory process of the urinary tract
should be considered when signilicant mixed pro-
teinuria (total protein > 150 mg/g creatinine, al-
bumin = 100 mg/g creatinine, e -microglobulin =
14 mg/g creatinine) is found.

Based on this knowledge base, an expert sys-
tem has been developed Lo assure an interpreta-

BIOCHEMIA MEINCA god. 9, br. 1-2, 1999,

tion of wrine diagnostics of high and constant
guality |7]. This Urine Protein Expert System
(UPES) hag been proven to be a useful tool for
routine evaluation of adult and pediatric patients
|15). More information about UPES and the ding-
nostic strategy of urine protein differentiation can
be found on the Internet at [8).
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RANA DIJAGNOSTIKA ENDEMSKE

NEFROPATIJE
Early Diagnosiz of Endemic Nephropathy

Cvoridéee D.

Klinidki znves] en Inbarntorijakye dijagnostibe Medicinskeg
fokulieta Svendihidta v Sagrebu 1 Klinitkar bodnithag centra

dagrel, Sagrel

Endemska nefrapatijn je kroniéna balest bu-
brega nepoxnate etiologije, 8 visokom prevalen-
cijom u zemljopisno ograméenom podruéju zapad-
ne Brodeke Posavine, Patohistolodka igpitivanja
bubrega u ranoj fax endemske nefropatije poka-
#ala su da su primarnoe mjesto patolodkog process
bubrekni tubuli & reakeijom intersticija, dok su
glomerularne promjene sekundarnog karaktera.

b} |
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Tubulointersticijskim oxljedamn mogu 2o objazniti
pimptomi bolesti, a o su tubulnrmn proteinurja
Le smanjena sposasbnost za koncentriranje i zaki-
seljavanje mokrade, U istom zemljopisnom pod-
rudju postoji 1 povedana incidencija kareinoma
bubreinog pelvisn | uretera,

Dijagnostika endemske nefropatije 1 otkrivanje
bolesti u populaciji povezani su s velikim tedho-
cama: u faz azgotemije ili uromije tedko jo razliko-
vati endemsku nefropatiju od drugih kroniénih
intersticijskih nefropatija i ne postoji specifiéna
pritragn 2o rano stkrvanie endemske nefropatife.
Laboratorijske pretrage koje su posljednjih deset-
ljeén koristene za dijagnostiku endemske nofropa-
tige su kreatinm u serumua, homoglobin u krvi i
proteini u mokrad (SSA iili test traka | LMW test
vili i, mikroglobulin), U svrhu ranog otkrivanja
endemske nefropatije ispitivani su i drug prote-
inski biljezi pojedinih dijelova nefrona: albumin,
lizozim, a-mikroglobulin, AAF, LD, NAG, THP,
intestinalng alkalnn fosfataza 1 tkivno-nespe-
cifitnn alkalna fosfataza. Wa temelju dobivenih
rezultata | danadnjeg medicinskog znanja prepo-
rikn jo da go 2a rano otkrivanje endemske nefro-
patije koriste shodede pretrage: mjorenje albuami-
na, «-mikroglobuling i NAG te otkrivanje leuko-
citn 1 eritrocita s pomofu test trake v mokragi.

S5-05/3

BOLESTI I NJIHOVI EKSPERIMENTALNI
MODELI

Discases and their Experimental Models

Slijepéevic M,
Institut Buder Bodkewld, Zaved za molelularne medicinu.
fngreh

Brojni su razlozi keji opravdavaju neophodnost
uporabe cksperimentalnih modela za provéavanje
raznih bolesti. Primjerice, za mnoge nije sasvim
poznata etiologijn ili patogeneza, o kod drugih se
jod uvijek traga za preciznijim dijagnostickim i
uspjesnijim terapijskim sredstvima. Naravno da
se nikad ne smije zanemariti poznata énjenica da
ge rezultati dobivens na ocksperimentalnim modeli-
ma (razne pokusne #ivotinge, njikova tiiva ili £to-
rice u kultur te ned jednostaniénm 1h videstaniéni
arganizmi) gotovo nikad ne podudaraju u cijelosti
& renkeyoma ljudskopg organizma. Stoga jo vaino,
ako je ikako mogude prvo odabrati takva vratu
pakuzne Fivotinge Koja je anatomsk 1 fizmolodki
najblitn Sovjeku. Zatim, takve Zivetinje u kojima
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ée 2 en stanovity bolest javiti gotovo isti simptomi
kan 1 u hudi. U nadelu, sva opaganja na modelu
koja se mogu objektivoo sigurno utvrditi § koja su
vizoko reproducibilng temelj su ofekivanja da se
tako nedto mode zhivati i u fovjeku. Zato eakonske
odredbe zn postupke pri progjeni novih lijekova
predvidaju obvezatna pretkliniéks ispitivanja na
vide vrsto Eivolingn glede:

o b ucinkovitostl ispitivanog pripravka i

b njegove eventualne toksidnoati,

Takva ispitivanja osim na razini cijele fivotinje
Jos so ppvodo 1 na staménog 1 malokularno roxini.
Iz svega proizlazi da samo takva slofena ispitiva-
mja mogu posluditi za ispravou progjenu smije h
g 1 ima li opravdanga 61 u sljedeéi zakonom pro-
pigani krug ispitivanja na klini¢koj razini.

Ali istrafivad u sfer pretkliniékih ispitivanga
duZni su se takoder pridrfavati Zakona o dobrobiti
dvotingn te bl specifitne izobradna kako bi tukva
ispitivanja mogli primjereno obaviti, U prvom
redu trebaju dobro pognavati anatomske-fizolodke
osobine Eivetinja na kejima rade te znati sve o
njihovom uzgoju i uvjetima drianja. Zatim moraju
podrobno poznavati nodine skupljonja uzoraka od
zdravih 1 holesnih #ivetinin koji ée biti uspjedm
samo ako e istrakivad slufi pravilnim propede-
utickim zahvatima kajima fe s jedne strane izhjed
nanodenje bali fivotingi. a s druge strane sprijediti
prijenas infekeije (no Lude 1l fivotinge, sdnosno
zagaditi kulturu stanical te osigurati potrebnu
kvalitetu i odriivest uzoraka. U tu svrhu potrebno
je poenavati razhéite metode uspavljivanja glede
primjene @ vrste narkotikn, jer to itekako moge
uljecats nn rezultate. Satim, mora se dobro po-
znavati postupke primjone ispitivanih supstanci
bilo peroralnim ili parenteralnim putem, Tu
naroéits dolaze do izrazaja anatomsko-fiziolozke
karakteristike razlititih vesta eksperimentalnih
#ivatinga, Nadalje, bitno je poznavats nafine ne-
shodljivog uklanjanja ostataka tkivnih uzoraka da
ne dode do direnja bolesti, ugrofenosti operatera
te zngadenjn okolifa. Pogotovo je neophodnn kva-
htetna izobrazba za izvodenje autopsije | uzimanje
urorakn thiva bile za bakteriolodka ili histolodka
ispitivanja. Pogotovo je valno strogo se pridria-
vati sterilnosti u postupkue vzimania thiva bilo za
kasnija ispitivanja u kulturi thiva ili zn presadi-
vanje u #2ive primatelje. Pazljive vodenje doku-
mentacije koje zapofinje preciznim obiljedavanjem
#ivotinga 1 kaveza te formiranjem pokusnih sku-
pina s podacima o vesti | vremenskim razmacima
tretmana uvjet je bez kojeg ne mokemo radunat
na kvalitetu ispitivanja i primjenu rezultats. Pa-
ralelno & tim istodobno stalne mora biti uskladena
zakonska regulativa glede oxoba koje izvode po-
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kus, ali i glede poftivanja “prava Eivetinja". Pre-
davanje ée biti popraéeno primjerima in vitro i in
vivo modela, osobito glede Sederne bolesti,

5-05/4

ENDEMSKA NEFROPATLIA: ZIVOTINJSKI
MODEL INDUCIRAN OKRATOKSINOM A

Endemic Nephropathy: Animal Model
Induced by Ochratoxin A

Zanié-Grubigié T,
Farmaceutsho-biokemijaki fakultet Sveufilidia o Engrabu,
Znvod 2a medicinaky biokemiga 1 hematologiju, Zagreh

Okratoksin A je Siroko rasprostranjeni miko-
tokein, naden u hrani biljnog (maksimalno do 27,5
mg'kg) i Zivotinjskog podrijetla (maksimalno do
BTugkgl. To je tek jedan od eko 400 miketoksina
fijem su djelovanju izloZeni 1 Covjek 1 Fivolinge.
Okratoksini su derivati izokumarina koji je po-
vezan preko karboksilne shupine amidnom vezom
& fenilalaninom. Njegova sliénost s fenilalaninom
upucuje na moguénost interakelja & razlidéitim
enzimskim sustavima. Akumulira s¢ u bubrezima
i tkivima s vedim sadriajern lipida, Istrazivanja
na prokaristimn, eukariotima, pokusnim Ziveti-
njama, te stamiémm kulturama pokazuju da dje-
luje nefrotoksitnoe, genotoksiéno, karcinogeno,
imunosupresivag, a upliée se i u koagulaciju krvi.

Zhog izrakenog nefrotoksiénog djelovania éesto
se koristi u chsperimentalnim modelima izpiti-
vanja mehanizama razveja patolodlih promjena
u bubrednim bolestima, poglavite u ispitivanjima
veranim uz endemsku nefropatiju. Zbog opisanih
shi¢nosti khinigkih 1 biokemijskih promjena u bo-
lesnika & endemskom nefropatijom i onih koje
nastaju djelovanjem okratoksina A na eksperi-
mantalnim Svotinjama, okratoksin A je najéesée
ispitivan kao moguéi uzrok ove bolesti, U lite-
raturi su opisani razlifiti pristupi u stvaranju
eksperimentalnih modela koji se temelje na pri-
mjeni akutne i visoke doze toksina, U svrhu imiti-
ranja prirodne izloZenssti mi smo razvili viastiti
model koji e zagniva na primjeni svakodnevnih

BIOCHEMIA MEDICA god., 8, br. 1-2, 1933,

niskih doza kroz razdoblje od najmanje mjesee
dana, Ufinak okratoksina A prati se odrediva-
njem molekularno-biolodkih i biokemijskih poka-
zatelja uw krvnom serumu, mokradi, te izoliranim
stanicama i staniénim organelama podrijetlom iz
bubrega, jetre, mozga, pankreasa.

=5-05/5

PROTEINI STANICNOG SKELETA “IN
VIVO" S POMOCU ZELENOG
FLUORESCENTNOG PROTEINA

Cytoskeletal Proteins in vive via Green
Fluoreseent Protein

Barisic K.
Farmacoutsko-Mokembjaki fakultet Sveutilifin u Zngrobae,
Zovod za medicinsku blokemiju | hematologiju, Eagreb

Sve do nedavno u istradivanju staniénog shele-
ta koridtene su imunofluorescentne tehnike koje
podrazumijevaju rad s fiksiranim stanicama. Mi-
kroinjiciranje protiféenih i fluorescentno ozna-
éenih proteina eomogudilo je vizualizaciju stamé-
nog skeleta in viveo, ali je sam postupak povezan
& brojnim tehnickim poteskoéama. Primjena ze-
lenog fluorescentnog proteina {GFP) posljednjih je
godina otvorila nove horizonte u ispitivanjima
staniénog skeleta: proteini su postali vidljivi za-
hvaljwjuéi fluorescentnom obiljefivadu (GFP-tag),
¢ime jo omogudeno promatranje dinamicke struk-
ture stanitnog skeleta in vivo.

Gen za GFP je izolivan iz meduze (Aguorea vie-
toria). Gen kodira protein od 238 aminokiselinskih
ostataka koji nakon pobudivanja kod 395 nm emi-
tira svjetlost kod 508 nm. Proteini staniénog ske-
leta oznatavaju se GFP-om tako da se gen kop
kodira protein od interesa fuzionira & genom za
GFP. Rekombinantnom DNA transfektiraju se
stanice, a pozitivni klonovi se izoliraju na osnovi
ekspresije fuzijskog proteina koji fluereseira. Na
modelnom erganizmu Dictyvosteliumu discoidewmn
ispitivani su proteim staniénog skeleta, aktin i
koronin, tijekom kemotaksije, citokineze i fapgo-
citoge,
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Sekcifsha tema: S-08
Oksidansi i antioksidansi
Oxidants and Antioxidants

S-06/1

SLOBODNI RADIKALI U ZDRAVLJU 1
BOLESTI

Free Radieals in Health and Discases

Stavljenié-Rukavina A, 'Granié P *Zunié J,
'Rlimidki zavod za laborntorijske dijngrostike Medicinshog
fnkultetn Sveulilsita u Zagrebu | Klinkkog balnidkog centrn
Fagreb, Zngreb, “Lupanijska opta bolnica, Karlovae

Okzidacijsko odtedenje stanica i organcln na-
stalo kao rezultat bickemijskih procesa pod utje-
cojem slobodnih radikala prema danadnjem je
shvacanju uzrokem mnogih bolesti. Slebodnim
radikalima nazivamo atome | molekule s jednim
ili vidge nesparenih elektrona, a medu njima su
najudestaliji superoksidni, potom hidroksilng radi-
kali, dudik-oksidni i peroksidni radikali. Radikali
nastayu tijekom metabohiékih procesa u stanju
zdravlja, sudjeluju v uklanjanju patogenih bakte-
rijn, kod medustaniénog prijenosa signala, a1 za
vrijeme procesa koje kataliziraju oiklooksigenaze
i lipooksigenaze.

U nefiziolodkim uvjetima njihovo pojatano
stvaranje posljedica je ionizivojudeg eradenjn, i2la-
ganja UV svijetlu, pojatane hzitke aktivoosti,
ishemije, nekih lijekova ili toksidnih spojeva, Fre-
dileketjska mjesta njihova djelovanja su mem-
branski lipidi | lipoproteini, proteini, DNA, te
ugljitkohidraty. Specifitna oksidacija lipida ili lipi-
dna peroksidacija usko je povezana s razvojem
ateresklerose jer jo uklanjanje oksidiranog LDL
iz cirkulacije onemopuéene normalnim putem pre-
ko LDL-receptora, ved se on zadriava u plazmi
povecavajudl propusnost endotela krvnih Eila 1
urrokujudi upalni edgovor na mjestima gdje se
nakupljn v obliku pjenastih tvorba, Ma razini DNA
slobodni radikali mijenjaju ekspresiju gena preko
cimbenika transkripeije. Slobodni radikali mije-
njaju fizikalno-kemijska svojstva proteina, mije-
njaju enzimsku aktivoost toko da uklanjaju aktiv-
no mjesto enzgima. Takoder je nadeno da mijenjaju
strukturu ugljikohidratnih skupina hormonskih
receptora, strukturu drugoe glasmika, kao 1 slo-
#enih polisaharida. U fiziolodkoj ravnote®i protu-
toka dijclovanju slobodnih radikala su prirodni
antioksidansi koje posjeduje ljudski organizam
poput metaloproteimna ceruloplazmina, albuminm,
transfering, feritina ili mioglobina koji kofe nasta-
nak slobednih radikala. Jednom stvoroni slobodni
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radikali uklanjaju se specifiénim enzimima poput
auperoksid dismutaze, glutation peroksidaze, ka-
talaze | drugih metaloenzima, U njihovom ukla-
njanju sudjeluju takoder glutation, vitamini C 1
E, karotenoidi, flavonoidi i metaboliti bilirubin i
mokraéna Kiselina. Na razini DNA Stetne djelo-
vanje slobodnih radikala popravijaju specifiéni
enzimi DMNA polimeraza 1 DNA ligaza. Najude-
stalije bolesti za koje je dokazana poveranost sa
globodnim radikalima su ateroskleroza 1| njene
posljedice, dijabetes, multipla skleroza, a znagajno
doprinese pogordanju stanja foka. U ovom pre-
gledu obraditi ée se znadenje slobednih radikala
prirodnih anticksidansa u najutestalijim bolesti-
mia.

S006/2

ULOGA ZELJEZA U NEOPLAZMI
The Role of Iron in Cancer

Poljak-Blazi .
Institut “Fuder Boikoved®, Eavod 2o modokulnrou medicin,
Fagreb

Zeljezo sudjeluje u nekoliko biologkih reakeija
i esencijalno je za sve dive organizme. S droge
strane feljezo 1 spajevi kop sadrie Zeljezo mogu
djelovati karcinogenn, citostatski 1 citotoksiéno,
Yrio mala koligina slobodnog #eljezn, ako postoji
u organizmu, pobuduje Fentonovu reakeiju, pro-
dukt koje su globodni vodikovi radikali (0H'), na-
kon toga usljede brojne peroksidacske reakeije,
La stanicu je vrlo opasna peroksidacya hpida zhog
kojo dolazi do odftedenpa hiolodkih membrana i
smriti stanice. Osim toga stvoremi OH radikali
mogu izazvati totkaste mutacije i druga oftedenya
na DNA molekuh. Na ta) nnéin icljezo sudjeluje
u indcijaciji tumora. Zeljezo pospieduje rast i diobuy
tumorzkih stameca jor je neophodan nutritivm el-
ement. Napredovange tumora Eeljezo tzmciva 1 tako
ato suprimira imunolodki sustav domaéina. U po-
sljednjih nekoliko decemija karcinogena uloga
teljeza pokazana je brojnim laboratorijskim i kli-
nickim istrafhvanpma, U oboljelih od hemokro-
matore u organizmu se povedavaju rezerve folje-
za, a u svih se oboljelih tijekom Zivota razviju tu-
mori 1 neka drugn kroména oboljenja. Desetgo-
difnje istrafivanje u kojem je pradeno 14 000 ispi-
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tanika pokazala je da se tumor razvije u onih
spitanika koji su imali povecéane rezerve #eljeza,
Hazvoju tumora skloniji su pudadi, ili oni koji su
izlodent prirodnim ili tvornitkim spojevima 2eljezn
ili pak u hrani vzimaju tvari koje pojacanc oslo-
badaju feljezo iz feritina. Feritin je protein koji
usklndidtava vidak feljeza u stanici, a povezuju go
1 5 razvojem anemija kroniénih bolesti (AKR),
AKB se testo javlja u nositelja tumora i dragim
kromiénim oboljenjima. Pri nalazu AKB uglavnom
arganizmu ne nedostaje feljezo pa je primjens
pripravakn #eljeza kKontraindicirana. Parametr
kaji pakazuju poremetnje u metabolizmu 2eljeza,
npr. slobodno #eljezo, ukupni kapacitet vezanja
teljeza, zasidenje transfering 1 feritin su u nekim
tumorskim aholjenjima dobar prognosticki poka-
zatelj. Citostatsko i citotoksiéno svojstvo nekih
spijeva Eoljeza moglo i se iskoristiti u lijotenju
tumora (vinstita iskustva Koja éo biti pokazana),
Maime, tumaorska stonica treba poveéanu razinu
oksidacijgkog stresa, ali ne posjeduje staniéne
antioksidanse kajima bi se zadtitila od prekomjer-
nag ohsidacijshog stresa.

S-M60

URUPNI ANTIOKSIDACILJSKII STATUS
- BUJEG OKSIDACIJSKOG STRESA

Total Antioxidant Status - a Marker of
Dxidative Stress

Vukelic N.

Kiinsthks waved 20 kemiju Modicinskeg fukuliola Sveutilista
i Eagrehu ¢ Klinkike bolnlce “Sestre milosrlbnies®, Zagrob

Videgodidnja istrakivanjn na podruéju slobod-
nih radikala i antioksidansa dovela su do otkriéa
primarnog uzorka éitavog niza akutnih 1 kroniénih
bolesti - nopadn slobodnih radikala nn razlidita
thiva kogi dovode do oksidacijskog oftedenja sta-
niénih komponenti 1 bisomolokula. Slobodni radi-
kali su nestabilone i velo reaktivne molekule koje
se neprekidne stvarmgu u tijelu tijekom bioke-
mijskih redox-reakeija. Toksi¢nom djelovanju slo-
bodnib radikaln suprotstavlja se slofeni antioksi-
dacijski mehanizam obrane, Postojanje ravnoteie
imedo nastanka slobodnih radikala | njihovog
uklanjanja pomodu sustava obrane uvjet je nor-
malne funkcije stanica, a poremedaj ravnotede
dovadi do oksidacijskog stresa i nastanka bolesti,
U ovom radu prikazani su rezultati odredivanja
ukupnag anticksidacijskog sustava obrane u bole-
anikn & ishemiénom boledéu srea, akutnim pankre-
atitisom 1 u kroniénih alkoholi¢ara. Ishemina bo-
lest srea vodeé je uzrofnik smrinosti i obolijeva-
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nja u razvijenim zemljama, Sve je vise dokaza o
znatajng] wlozi slobednih radikala u etiologij 1
patogeneczi bolesti srca i nastanku ateroskleroze.
Vrijednosti ukupnog antioksidacijskog sustava od-
redivane su visckratnoe tijekom prvih 120 zati bo-
lesti, Dobiveni rezultati statistiéki su znadajno mdi
u svim tofkama mjerenja u usporedbi 5 kontrol-
nom skupinom, Sve veéi broj bolesti uzrokovanih
uzimanjem alkohola ukazuje da je alkoholizam ne
samo gnadajon socijalni nego 1 medicinski prob-
lem. Kronidno usimange alkohela izaziva odtedenje
svih organa, o najtedn i najéedéa su odtedonjo jetre
- glavnog organa metabolizma alkohola. Mchani-
zam toksitnog djelovanja alkohola je pojatanao
gtvaranje slobodnih radikala 1 poremedéaj ravno-
tede irmedu okaidanza 1 antioksidansa. Vrijednosti
ukupnog antioksidacijskog mehanizma obrane u
bolesnika koji su dobrovoljne pristupili programu
odvikavanja bile su statistitki znaéajno nife za
eijelo vrijeme lijeéenja u usporedbi & kontrolnom
skupinom. Treéu skupinu ispitanika éinili su bole-
anici & akutnim pankreatitisom gdje su oksidacij-
ski stres | oksidacijskn modifikacija vaZan pato-
genetski émnitel) nastanka bolesti. Vrjednost
ukupnog antioksidacijskog sustava odredivana je
jednokratno u poletnog faz bolesti 1 statisticki je
znatnjno nika u usporedbi 8 kontrolnom skupi-
nom, Bezultati odredivanja ukupnog antioksida-
ctjskog sustava obrane u sve tri skupine bolegnika
uknzuju na znoéajno smanjenu sposobnest anti-
oksidacijskog mehanizma obrane. [ako je antioksi-
dacijski obrambeni sustav sloZen i sastoji se od
vige kamponenti kaje djeluju na raznim mjestima
1 protiv razliéitih vrsta slobodnibh radikala, du-
potrana iglodenost oksaidacskom stresu 8 veeme-
nom dovodi do iscrplienja, odnogno potrodnje
anticksidansa, Ddredivanje ukupnog antioksida-
cijskog sustava obrane koristan je laboratorijski
pokazatelj postojanja oksidacijskog stresa, odno-
sno funkeionalne sposobnosti obrambenog susta-
Vil

S0k
ANTIOKSIDANSI | HEMODIJALIZA
The Antioxidants in Hemodialysis

'Salamunié I, ‘Juretic D,

"aljel za medicinsku Inhoratorijaku dijagnoatiku Klinidke
bulnice Split, Split. Farmpeeutsko-biokomijald fakultet
Aveatilitta v fagrelin, Saved ta medicinakn binkemijs &

hemntologijn, Lagrab

Kronitnu bolest bubrega #esto prate i brojne
komplikacije kao sto su ateroskleroza, bolesti srea,
polincurepatije i amiloidoza. Nastanak komplika-
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cija se mode povexati i s poveéanim stvaranjem
slobodnih radikala. Rozhéita ispitivanja ukazuju
da je hemodijaliza (HD), postupak lijegenja bole-
snika & kroniénim zatajenjem (KZB), usko pove-
zana 8 oksidacijskim stresom. Oksidacijski stres
nastaje zhog povedanog stvaranja slobodnih radi-
kala i oksidansa ili smanjenja kolidgine ifili aktiv-
nosti éinitelja antioksidacijskog sustava. Unatoé
razlicitim tvrdnjama proviadava stav da je u bole-
snika £ KZB koji se lijeée HD izraien oksidacijski
stres, i da je sadriaj antioksidansa kod uremiénih
bolesnika znatajnije nifi u odnosu na rdravu
populaciju. Rezultati nadih ispitivanga staniénih
1 izvanstaniénih antioksidansa u bolegnika 5§ KZB
pokazali su da se antioksidacijski kapacitet u eri-
trocitima § krvnoj tekuding mijenja tijekom HD.
Katalititka koncentracija superoksid dismutaze u
eritrocitima prije HD je poveéana u odnesu na
kontrolnu skupimu (KS), dok se vrijednosti nakon
HD priblizavaju vrijednostima KS. Katalititka
koncentracijn glutation peroksidaze u eritrocitima
smanjena je u odnosu nn K8 prije i poslije HD.
Fromjene koncentracija preventivnib antioksi-
dansa, transfering, ceruloplazmina, haptaglohing
1 hemopeksina razliéite su u odnosu na KS prije i
poglije HD. Koncentracije albumina, mokraéne
kigeline i bilirobing su razliéite u odnosu na KS
kako prije tako i poslije HD. U kontaktu kevi i
dijalizne membrane dolazi do razlicitih medure-
akcija: adhezijn, agregacijn i aktivaeijn stanica,
transformacija proteina i sliéno. Razligite vrste
membrana mogu utjecati na promjenu aktivnosti
anticksidansa, prvenstveno na staniéne, iako tijok
promjene pojedinog antioksidansa ostaje isti u
odnosu na odredivanja prije i poslije HD. Imajudi
u vidu da se bolesnici s KZB dijaliziraju godinama
i div e za dijalizu koriste razlifite viste membrana
dokazana neravnoteda u sustavu oksidansi-anti-
oksidansi moze dovesti do odteéonjn staniénih
membrana, $to dovodi do poremeéaja u funkeiji
stanice | paremecenoj Mluidnosti membrana, Upra-
v dva ofigledna stanja u tih bolesnika su anemija
tateroskleroza koje mogu nastati i zhog promjena
u svojstvima membrana eritrocita, odnosno gLijon-
ki krvnih 2ila,
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S-0805

ANTI-GANGLIOZIDNA | ANTI-MAG
PROTUTIJELA U BOLESTIMA
PERIFERNIH ZIVACA

Anti-Gangliozide and Anti-MAG Antibodies
in Peripheral Nerve Diseases

Trhojevie-Cepe M.
Lavod za klinitke-laborataripthu dijngnostiku Medicinahog
fakultetn Svouilifta u Zagrebu | Klinitkog bolnidkog centra
Lngreh, Lagreh

Balesti perifernih #ivaca (neuropatije) pa eli-
alogiji mogu biti nasljedne, metaboliche, toksiéne,
neaplastiéne, upalne | auteimune, fosto sa slitnim
klini¢kim simptomima, Razlititi neuropatski sin-
dromi imaju razlidite prognoze i zahtijevaju razli-
éitl medicinski 1 terapijski postupak. Autoimune
neuropatije su festo povezane s prisutnoféu pro-
tutijeln (At) no takozvane “mijelinske antigene”
{gangliozide, mijelinu pridruzenog glikoproteina
(MAGH i dr). Samoj bolesti je éesto prethodila
infekeija edredenim virusima i bakterijama ili je
dokazana prisutnost monoklonske gamapatije.
Autoimuna reakeija u kojoj so ofteduju peéeri ferm
Fivel napvjerojatnije je potaknuta unakrsnom anti-
geniénodéu izmedu epitopa na zaraznim klicama
ili mulignim stanicama i #ivéanim stanicama do-
macinm.

Svrha rada bilo je, odrediti titar anti-ganglio-
zitdnih i anti-MAG At u skupini neurologkih bole-
snika s akutnim (n=22) i sporo progresirajuéim
(N=44) mono- 1 pahineuropatijama, Procijeniti ta-
koder vrjednost navedenih odredivanjn u dife-
rencijalng dijagnostici razligitih  neuropatskih
sindrarma,

Koristeni su komercijalni ELA testovi (Riihl-
mann Laboratories AG, Ch), Anti-GM1 i anti-
GD1b (IgGAgM), anti-MAG (1gM).

Umjereni do visoki titrovi anti-gangliozidnib At
dokazani su ked multifokalnih motornih neuro-
patija & blokom provodljivosti (MMN), o niski do
umjereni titrovi kod bolesti donjeg motornog
neurona (LDMN), te akutnib i kroniénih upalnih
polineuropatija i Guillain-Barreov sind rom, CDIP
i dr). Takoder je potvedena povezanost ismedu
nalaza monoklonskih (anti-MAG) gamapatijo i
progresivie slabosti donjih ckstremiteta.

Auteimune nesropatije su uglavnom izljedive
bolesti, stoga ih je vrle vagno razlikovati od niza
newrodegenerativaih bolesti nepoznate etiologije.
Srednjifvisoki titrovi anti-gangliozidnih At uka-
fuju na upalnuwautoimunu piogenciy  neuro-
patije (primjerice, MMN, LDMN ili CDIP) uglav-
nom iskljutuju dijagnozu amiotrofiéne Interalne
skleroze (ALS), tedke i neizljedive degenerativne
neuropatije.

BIOUHEMIA MEDICA god. 9, br 1-2, 1999,
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Sekcijska tema: 8-07
Trombofilna stanja: laboratorijska dijagnostika i kontrola terapije

Thrombophilic Status: Laboratory Diagnostics and Therapy Control

50701

TESTS FOR HEREDITARY THROMBO-
PHILIA: WHICH? HOW? WHOM? WHEN?

Testovi za nasljednu trombofiliju: koji?
kako? komu? kada?

Stegnar M.
Umiversity Matlical Contre, Deparcment of Angiolbogy,
Ljubliana, Slovenin

Venous thrombosis is a serious health problem
with an incidence of approximately 1 : 1 000
ndults per vear. It 18 associnted with several con-
ditiong oF rigk factors such as surgery and trauma,
immaobilisation, pregnancy and delivery, and with
the use of oral contraceptive pills, Familial clus-
tering of venous thrombosis suggests also genetic
couses for its development. Patients with inher-
ited defects which increase risk for venous throm-
bosis, b with inherited thrombophilia, are at
greater risk for thrombosis in agsociation with risk
factors for thrombosis, Therefore, it i= reasonable
to detect patientg with inherited thrombophilia
and to recommend measures for thrombosis pre-
vention. The first line of tests for laboratory di-
agnosis of inherited defects involved in the patho-
genesis of thrombosis should include the most
prevalent ones (resistance to activated protein C,
G20210A polymorphism in the prothrombin gene)
and thase strongly associated wath thrombosis
{nntithrombin III activity, protein C activity and
frec protein 5 antigen),

If resistance to protein C is established, gene
analysis for factor ¥V RS066) would confirm the di-
agnosis, If no defects are detected with this first
line of tests, laborntory dingnosis could be  ox-
panded to determination of fibrinogen, thrombin
time, plasminogen, heparin cofactor 11, and mea-
surement of homocysteine concentration. Lupus
anticoagulants are also frequently determined
although this condition is acquired and not inher-
ited. Tests for fibrinolvsis are usually Aol pers
formed, becouse at present these tests are not
ugeful in evaluation of risk for thrombosis in in-
dividunl patient.

Tests for hereditary thrombophilia are per-
formed in patients with venous thrombosis, espe-

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1939

cially in young patients, in those with recurrent
thrombosis, in patients with strong familial his-
tory of thrombosiz and in patients with throm-
bosis at unusual sites. IT possible also first degree
relatives are investigated, especially if thrombo-
philic defect is detected in the patient. Laboratory
testing 15 not performed during acute thrombotic
event, because several hemostatic factors are al-
tered and such results are difficult to interprot.
Testing is also not performed during anticoagulant
trentment which decreases antitrombin 11, or
during coumarin treatment which decreazes pro-
tein C and S, It is recommended that a test for
thrombophilia should be performoed at least ten
days after termination of anticeagulant treatment.
Aszsegsment of rezistance to activated protein C
before introduction of oral contraceptive pills, be-
fore surgery or hospitalisation is at present not
recommended because of high costs for such test-
ng.

5072

MOLEKULARNA OSNOVA TROMBOFILIJE
Molecular Genetics of Thrombophilia

Ladro R.

Klinicki saved ga Inboratorijeku dijagnostikn Medicingkag
fnkultein Sveadilisia u Eagrebu i Klinidkog bolnitkog centra

Fagreb, Engreb

Trombofilija je klinicki nagy za stanje pove-
éane sklonosti trombozi. Tromboza moZe biti arte-
rijska i venska, urodenn i stecéena ili kombiniranog
tipa, a posljedica je poremedene ravnoteke izmedu
regulacijskih proteina zgrudavanja i fibrinolize.
Pored stecenih ¢imbenika rizika (operacijski za-
hvat, trudnoéa, imobilizacija itd.) zadnjih godina
postalo je ofito da su genetskl éimbenici vaini u
patogenez bolesti jer se tromboza festo pojavljuje
medu Elanovima iste obiteljl. Tako je danas poenia-
to da mutacije u genima koji kodiraju pojedine
regulacijske proteine zgradavanja i fibrinolize do-
vode do promijenjene strukture i funkcije tih pro-
beina,

Nasljedna trombafilija donedavno se smatrala
pogljiedicom poremeéaja jednog gena jer su pore-
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mecn)l genn kop uzrokuju nedostatak proteina ©,
proteina 5 ili antitrombina othriveni u obiteljima
& nazljednom trombofilijom. Tako je do 1992,
poedine laboratorijsko 1spitivanje nasljedne trom-
bofilije bilo ogranifeno na mjerenje razine anti-
trombina, proteina © i proteina S, Nedostatak tih
profeing naden je w svega 5-10% ispitivanih slu-
tajeva. U zadnjih 5 godina tej skuping nasljednih
dimbenka prikljuéens gu FV Lewden, hiperhomo-
cisteinemign 1 FII 20210A kojimn se ohjasnjava oko
G0% obiteljskih trombofilija.

Godine 1593, omzana je resstencign no aktivi-
rand protein C (APC rezistencya) za koju se danas
gna da je najéedds uzrok obiteljgke trombofilije. U
vedint sluéajeva APC remstencija je rezultat todé-
kaste mutacije u genu za fakior V. tj. faktor ¥V
Leiden. Zamjena arginina glutaminom na polo-
Faju S06 dovedi do rezistonce oo proteoliticko
cijepanje aktiviramm proteinem . Faktor ¥V Lei-
den nasljeduje 2o autosomno dominantnim putom,
dJavlja se kod 3- 75 byjelacn, kod 200 bolesnika s
venskom trombozom i ked 50% Elanova izabramnih
abitelji & trombofilijom. Relativoi rizik od venske
tromboze kod heterozigota je 5-7 puta ved, n kod
homozigota 80 puta vedi nego u apénj populaciji.
Apzolutni rizik veé je u prisutnosti stetenth dim-
benika koo #to su trudnoéa, imabilizncya, opora-
cijaki zahwvat ili uporaba oralnih kontraceptiva,

Takoder je utvedeno da je hiperhomociste-
memipn agen akior z2a venzsku 1 artergska
trombozu. Hiperhomecisteinemijn moke bt uzro-
kovana nashjednim nedostatkom jednog od enzima
u metabolizmu metioning ili nedostatkom kofak-
tora (folna kiselina, vitamim B6 1 B12L lako je
vera izmedu hiperhomocisteinemije i paveéanog
rizika za arterijshu tromboza otprije poznats, u
zadmith nokehko goding doflo se do saznanja o
ulozi hiperhomocisteinemije u venskoj trombozi,
Umjerens povisene vijednosti nadene su kod 10%%
bolesnika s prvem epizodom venske tromboze koo
i skupini bolesnika s ponovljenim epizodama ven-
ske tromboze,

Poort i suradnict su 1996, godine objav.li da je
ramjena guanima adeninom na poloZaju 20210 na
3 kraju dijela genn za protrambin Kaji se ne pre-
piEuje povezana s povigenim akbivoostimn  pro-
trombinn 1 povecanim nizikom za venskua trome-
bozu.

Drugi nasljedni poremedaji koji #u opizani su
i ryetlks il nije dekaznna évrsta povezanost,
ukljuéuju promjenc u genu za trombomoduling
povidene koncentracije fibrinogena, FVIIL, FXII,
fibrinolititki sustav (plazminogen, aktivator tkiv-
nog plazmanogoenn, inhibitor aktivatorn  plazmino-
genal, glikoprotein bogat histidinom, heparinski
kofaktor [1
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Danas se zna da je nasljedna trombofilija
sloden pgenciskl poremedn) uzrokovin segrega-
eijom dvoju 1li vise promijenjenih gena (poznatih
ili nepoznatih} u jedna) obitelji i da klini¢ko ofito-
vanje tromboze zahtijeva prisvtnest vide genct-
skih ili stedenih uzroka il kombinacije istih. Pri-
sutnost vide poremeéajn povedava rizik tromboze
1 sahitjeva igerpho protragivanje 1 ustanovljavanje
uzroémikn trombofilie.

S5-07/3

TESTOVI PROBIRANJA U
TROMBOFILNIH BOLESNIKA

Sereening Tests in Thrombophilic Patients

'Kos B, “Lenz 11

kgl e medicinsko bokemion  Khinithkes balnce Unijek,
Dok, “oved za tennefuzipko medicno Klinidke bolmice
Dwifek, Osljek

Trombofilija bi se mogla definirati kao "famili-
Jurnd il stedem poremeday hemostaze kop vodi u
trombozu”,

Glavni trombofilni testovi probiranja u odre-
divanju nasljednog poremecn)a hemostaze su; fak-
tor V Leiden, antitrombin 111, protein C, protein
S, fibrinogen, hiperhomacisteinemija, a kod stede-
nih poremeéaja su antifosfolipidna protutijela i
hiperhomoeisteinemija.

Moguénost korstenja tih testova trebala bi se
izvoditi u specijaliziranim laboratorijima,

(] preliminnrniby testova hemaestaze trebas wéi-
niti PV, aPTY, TV, fibrinogen te progjenu fibrino-
lititkog sustava (plazminogen, FDP, D-dimere).

Prikaz slufafa;

Boaleznak P, muikarse, 27 god. Lijjeéen pod
dijagnozom: Febris o causa ignota, lleus paraly-
ticus, Embolia pulmonum, Phlebothrombosis v
femoralis sin.

Ll testovima hemostaze At [11 40%, protein C
62%, Nbrinogen 4,7g/L, D-dimer 2000-40040, Laje-
fen je visokim dozana heparina, Kyberninom (AT
111} u ponavljanim bolus dozama i naken 10 dana
tog tretmonn preveden o peroralnu antikoagu-
lacijaku terapiju. Nakon akutne epizede tromboze
odredivani su nasljedni trombofilni testovi pro-
biranja koji su normalni (FVL, AT II1, Protein C,
hiperhomocisteinemija), Potvrdeno je stopa da se
radi o stefénaj trombofilifi koo rezultat upalnog
slanja.

BIOCHEMIA MEDICA pod. 8, br. 1-2, 1993,
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ANTIFOSFOLIPIDNA PROTUTIJELA
(LUPUS ANTIKOAGULANT)

Antiphospholipid Antibodies (Lupus Anti-
coagulant)

Bernt T.

Lavodd to klindfku biokemiju i blologiju roprodubeipe Kliniks
zn deneke bolesty § pornde Rlinékog bolniékog contra

farrel, Zagreh

Voza izmoedu antifesfolipidnih protutgela (aPL)
i poveéane sklonosti trombozi, uéestalim spon-
tanim pobaéajima i trombocitopenijp definira se
kao zindrom antifesfohipidaih protutijela (APS)
lako je ta veza uodéenn prvi put u osoba &n sistem-
gkim lupusgom (sekundarni APS), danas su aPL
protutijelas dokazona i u "zdravih "osoba bez zna-
kova autoimunih eboljenja (primarn: APS)

Usprkos ditavog niza istrafivanja u zadnjih
desetak godina jod do sadna nisu jasnd patoegens
mehanizmi koji doprinose razvoju tromboze u oso-
ba & pozitivoim aPL protutijelima, odnosne lupus
antikoagulantom i antikardielipin protutijelima
kao najéeste izvodemim testovima. APL protutijela
su hoterogenn skupina protutijela P za koje se
smatralo donedavno da se voiu na anionske fosfo-
lipide. Inko odgovarajud epitop jod nije do kraja
definiran, zadnjih godina se protpostavlja da se
veru na kompleksne antigene sastavljene od pro-
teina plazme koji su vezani no edgovarajudu fosfo-
lipidnu povrdinu. Najpoznatiji proteint kojp veldua
fosfolipide odnosno antigeni su beta 2-GPI pro-
trombin kao 1 protein C, protein 3, trombomodulin
i aneksin V. Upravo sbog giroke biolodke hetero-
genosti aPLe protutijela postoje brojne nejasnodée
u raEwmgevaniu antifesfolipidnog sindroma. Lu-
pus antikoagulanti su skupina imunoglobulina
koja in vitro produiogu testove Kongulacije ovisne
o fosfolipidima, o bez izravnog su utjecaja na same
fmbenike sgrudavonga, Do danns ne postop jedin-
stveno prihvadeno midljenje o nadinu prokesgu-
lacijskog djelovanja lupus antikoagulanta, odno-
gno antifosfolipidnih  protutijela. Vidljive je da
edredivanje lupus antikoagulanta, adnosno anti-
fosfolipidnih protutijela predstavlja znagajan pro-
blem kako za klinidéare, take i za laboratorijska
dijagnostika, Stoga b dalynja istrazivanja trebalo
ugmjeriti nn standordizaciju testova kojima so
aelektivno identificiraju aPL protutijela. Osim to-

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1955,

ga ne postoji niti opée prihvadena terapija trom-
boembolijskih komplikacija u osoba = APS, to
ukazuje do i khimicka sstrazivanja treba usmyent
u pronalatanje najufinkovitijeg lijetenja ovogn
sindramn.

5-07/5

THROMBOEMBOLIC COMPLICATIONS
ASSOCIATED WITH THE PROTHROMEIN
COMPLEX CONCENTRATES

Tromboembolijske komplikacije povezane s
koncentiratima protrombinskog kompleksa

‘Josic Iy, "Hellstern P "Klacking HP
"Sehwinn H.

‘Utnpharma, Yiennn, sustrin. "Klinik Ludwigshalen,
Ludwigshmfon, Germony, “Klinik FEL Jenn, Friurt,

ey

Prothrombin complex eoncentrates (PCCs) con-
tain the plasma derived clotting factors 11, VII, IX
and X as well as Protein £ and the inhibitors Pro-
tein C and 8. They are usod primarily in cases of
acquired disorders in hemostasis. The PCCs con-
taining primarily the plasma dermved clotting fac-
tors 11, IX and X have been mainly used fur treat-
ment of hemophilin B. They are now being re-
placed by highly purified concentrates of factor IX.

The PCCs have been azsecinted with throm-
boembolic complications, including myocardial in-
forction and disseminated intravascular coagula-
tion (DIC), Thrombogenicity of such concentrates
has chiefly been attributed to activated elotting
foctors or procoagulant phospholipid. The meth-
ods preseribed in the Eurepean Pharmacopocin for
agsessing the thrombogematy of PCC, nonacti-
vated partial thromboplastin| CNAPTY) and
thrombin fibrinogen clotting time (TFCT), are
rather poor predictors of in vive events in man.
Therefore PCCs continue to carry the risk of in-
ducing thrombosis or DNC, This has been con-
firmed by several cases of fatal thrombosis com-
plications, which occurred afier infusion of PCCs.

In this paper factors are discussed that may be
involved in thromboembolic complications, follow-
g the use of PCOCs. Measuros nre suppested
which are likely to reduce thrombogenicity to a
LTI,
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02P1

DETEKCIJA DROGA U MOKRACI
KEVALITATIVNOM I KVANTITATIVNOM
METODOM

Detection of Marcotics in Urine by Qualitn-
tive and Quantitative Method

‘Blazinié F, 'Cesar 1, 'Dragaose [,
IBamosdanee K, *Topid E.
Paihijatrizka balnen Vieipde, Fopgrib, ‘Kl gaved 2a
bemijo Medicinakog fakuliets Svoudilifta u Eagrebu i
Klinkke bolnice “3estre milogrdnice”, Lagreb

Pretrofivanye uzoraka mokeade nn Knnabing-
ide i opijate, fija je zlouporaba nojéedca i u nadoj
populaciji, provedeno je kvalitativoom metodom
& pomodu brzih testova koji se temelje na imuno-
lagkoj reakeiji i vizualnom ofitavanju. U avakom
wzorku s pozitivinom reakeijom na odredeno dirogu
koncentrocijn droge je mjerena fluoroimuanago-
larizacijskom metodom (FPLA)L

U 300 usoraka mokreade igpitanih Frontline
test-trokama pozitivon reakeijn no kanabinoide
dobivena je u 35 uzoraka (11,6%). Od toga, u 25
groraka (71,1%) koncentracijn kanabineida bila je
=50 ng'ml. UV istom uzorku pozitivan nalaz opijata
poden je u 30 urornka (10%), o Koncentrocija >
30 ngfml nadena je u 20 uzoraka (G666,

000 uxoraka mokrace testivano je Insta Test
One Step (Cortez [hagnostics]l test pleticama,
takoder na kanabinoide i opijate. Pozitivan nalaz
kanabinmda naden je a 227 (25,2%) uzoraka, n od
toga je FPIA metodom potvrden pozitivan nalnz
(=50 ngfmlhu 173 weorka (76,29 . Positivan nalnz
opijata naden je w 110 (12,2%) uroraka mokrade,
a od toga je FPLA metodom potvrden nalaz (=300
ng/mld u Bl urerku (T3,6%),

BIOCHEMIA MEINCA god. 8, br. 1-2, 1995,

Rezultati pokazuju da pretrozivanje droga o
mokraéi brzim testovima ima opravdanja iz eko-
nomskih razloga, medutim svakl pozitival test
valja provjeriti pouzdanijom metodom (FPLA,
GCMS, HPLC).

02'pP2

USPOREDEA FPIA 1 EIA METODA ZA
MJERENJE OPLIATA I KANABINOIDA U
MOKRACI

Comparison of FIPIA and EIA Methods for
Urinary Determination of Opiates and
Coannabinoids

Loveic M, Bilic A, Granié F,
Kliniéki ravod o laborntorijsku dijagmostiko Medicinskog
fakulietn Svewstilistn u Engrebu | Klinitkeag bolnifkeg centrn
Zngreb, Engreb

Usporedeni su rezultati mjerenja opijata i ka-
nalinmda testovima kaji koriste flusramunoke-
mijsku polarizacijsku metodu (FPIA) na TDx/FLx
analizatoru tyrtke Abbott 1 enzimimunokemijsku
metodu (EIA) na analizatoru Olympus AU 600,
FPIA metoda koristi kalibroojska krivulju od &
kalibratora (opajati 0-1000 ng/ml i kanabinmdi 0-
150 ng/ml) i dobivena koncentracija se izdaje kao
numeritka vrijednost, EIA metoda korsti gra-
ni¢nu (cut-off) vrijednost (opijati 300 ng/ml i kana-
binmoidi 50 ng'mll, a dobiveni rezultat se zdape kao
pozitivan ili nepativan. Uzorei mokrade koji su
pristigli u nag laboratoryj sa zahtjevom za mje-
renje opijata i kanabinoida analizirani su jednom
i drugom metodom. Ukupne je analizirano 75 wzo-
raka mokrace, Dobivena je podudarnost rezultata
opijata 1 kanabinoida Kojgi su hili 1znad gramiéne

il
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vrijednosti EIA metode & rezultatima dobivenim
FPIA metodom. Rezultati opijata od 200-300 ng/
ml i knnabinoida u podrude od 25-50 ng/ml su hili
pozitivol mjerenjem FPIA metodom (zbog nide
pranne vrjednosti), dok su isti bili negativni
mjerenjem EIA metodom. Ispitana je b ogjetljivost
ELA metode u graménom poedruéu na 4 uzorka u
10 opetovanih mjerenja 1 pokazano je do je EIA
metodn osjetljiiva u graniénom podradju.

02P3

OFPLIATI, KANABINOIDI: USPOREDBA
TRIJU IMUNOKEMIJSKIH METODA

Opintes and Cannabinoids: Comparison of
Three Immunochemical Methods

Predovan (5,

Centralm lnbsratory Ckpee bolnice, fadar

U nagem se laboratoriju pretrage na sredstva
ovignosti rade ved 5 podina. Podeli smo na
TDxFlx-u (gemikvantitativoa, imunokemijska
metoda), a danas imame jod dvije kvalitativoe
imunokemijske metode (Olympus AL 600 1 trake
tvrtke Syval. One nam slute za iskljudivanje nega-
tivath rezultata. Pozitivoe 1 suspektne rezultate
provieravamao na TDxFLx-u, I yremenu od 1. 10,
1998, god. do 15. 5, 1999, god. analizirano je oko
A00 uzoraka mokrace na 1-7 parametara, Nakon
T uzorakn mokrade analizivanih paralelno 8 2-3
metode za opijate edludili smo da su kvalitativne
metode dovaljno pouzdane za iskljudivanje nega-
tivnih rezultata. Nakon stefenih islustava s opija-
tima napravili smo samo 30 uzoraka mokrade s
2.3 metode za kanabonoide i odluéili isto kao kod
opijata, . da vide ne moramo provieravatl nega-
tivne rezultate. Kod kanabinoida sme imali jasni-
ju gituaciju: svi pozitivoi rezultati 8 Olympus-n ih
irske potvedent su i na TDx-u. Kod apijata smo
imali drugadiju situnciju: monji broj pozitivoih
rezultatn s Olympus-a ili trake mje se potvrdio
koo pozitivan na TDx-u. Na TDx-u smo dobili vei-
Jednoats koje padaju u padrudje izmedu vrijednosti
za osjetljivost testa | granitnih vrijednosti (cut-
off), 8. u opo podrudje koje smatramo “tragom®.
Olympus reagens 1 trake ne uzrokuju problem s
MXBKG parametrom kao TIx, tj. takve smo mo-
kraée potvrdivali kao negativine,
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02P4

UPORABA DROGA PROCLIENJENA
TESTOVIMA PROBIRANJA U RAZDOBLJU
0D 1984, DO 1998, GODINE

Dirug Abuse Assessod by Scrcening Tests
During the 1994-1998 Period

Lovrié M, Granié P, Stavljenié-Rukaving A
Klinidki gavel za laboratorijaku dijagnoatikn Medicinskog
Sveudilifin u Engreba § Klinddkog halnitkog contra Zogreh,

dagreh

Uéestala uparaba droga, ozobito medu mladim
stanovniftvom, sve vide postaje snadajon druftve-
ni problem, Nema sasvim pouzdanih podataka o
uzimanju pojedinih sredstava ovisnosti, n podaci
zdravstvenih ustanova ukazuju samo noa broj
osoba lijedenih zbog predoziranja. Prikazani rezul-
tati toksikolofkog probiranja ebuhvadaju razdoblje
#ndnjih 5 godina (1994.-1998, ).

Uzorel su analizirani testom opéeg probiranja
tankoslojnom kromatografijom (TOXI-LAB), a po-
gitivai nalozl analizirani su ciljanim probiranjem
eemikvantitotivoo na TDx analizatoru keji korist
FPIA tehnologiju. Svaki poritivan nalaz potrebno
je potvrditi (HPLC, GC-MS), Obradom rezultata
u razdobljiu od 1994, do 1998, godine zapaken jo
znatajan porast ukupnih analiza toksikoloflkog
probiranja (za 116%], a gnadajno jo povedan braoj
pozitivoih nalaza droga (od 4,1 do 12,1%. U 1994,
godini zapageno je uéestalije koridtenje kanahi-
noida 1 opijata, dok se u 1997, § 1998, podini uz
spomenute droge koriste amfetamini @ metadon,

L) B

LABORATORIJSKO PRACENJE
NEMEDICINSKE UPORABE DROGA T
LIJEKOVA

Laboratory Follow-up of Non-Medical Use
of Drugs and MNarcotics

Figi¢ E, Bilic-Zulle L, Matica J, Aralica M,
Deornik 8.
Zoved] za Inboraterijsky dijngrostibe Klindekop bolnickog
eeiira Rijeka, Rijeka

Opojne droge su prirodne ili sintetshe tvari
kojo djeluju no sredidnji FivEani sustay, o dufom
uporabom izazivaju psihicku 1 Azitku ovisnost.
Crpojne droge obuhvaénju narkotike v ufem smi-

BIOCHEMIA MEDICA ged, 8, by 1-2, 19985,
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slu {npr. opijati}, depresore sredifnjeg Zivéanog
sustava (npr. barbiturati), centralne ckacitatore
inpr. kekainl, psthotonike (apr. amfetamin), seda-
tive (npr. meprobamat) i halucinogene (npr. kana-
basi. Cilj rada je prikazati nase rezuliate laborato-
rijskog pradenja zloupotreba droga 1 lijekova s
obzirom na njihovu vrstu i uéestalost u trogo-
didnjem razdoblju (1996.-1999, god.), od kako smo
uveli ove analize za bolnithe potrebe, Obeadili gmo
196 sludajeva zleuporabe droga 1 lijekova. Ispita-
nici su bile osobe od 15 do 32 godine. Odredivali
gmo  kencentracije amfetamin'metamfetamina,
barbiturata, kokaina, kanabinoida, opijata, benzo-
diazeping i motadona v mokraéi metodom FPLA
na analizatoru TDX (Abbott),

Od ukupnog broja odredivanya najveds postotak
odnosio 8¢ na benzodinzepine (42%), slijede kana-
binoidi (19%), opijati ( 157, amfetamin/metamfo-
tamin (8%, barbiturati (T%), metadon (5% 1 ko-
kaim (47%). Kod odredivanja benzodiazepina uodéen
Je nmgveds brog pozitivmh rezultata (47%), dok je
najmanje poritivnih rezultata dobiveno pri odredi-
vanju kakaina (4,8%).

Prema nafim rezultatima u nemedicinzko
uporabi droga najvide su koristeni beneodiazepini
i kanahinoidi, 4to se mode objasniti njihovom rela-
tivno lakom dostupnoiéu.

02/F6

VRIJEDNOSTI AMONIJAKA U DJECE S
EPILEPSLJOM LIJECENE VALPROICNOM
KISELINOM

Ammonia YValues in Epileptic Children
Treated by Valproie Acid

Trogrlié¢ M, Honovid L., Bangov-Balid .
Caontralnl laboratori) Opdée bolnice, Pula

Valproiéna kiselina je ljek ix skupine antiepi-
leptika koji 2e festo rabi u lijegenju Sirokog spek-
tra konvulxja u djedjoj dobi, Uporaba ovop lijeka,
osim gastroimntestinalnnh nuspojava, dovodi Gesto
1 do jetrene disfunkeije najéedée povezane uz me-
tabolizmom karnitina i amonijaka.

Aadatak ovog radn bio je ispitati utjecaj valpro-
ifne kiseline na vrijednost amonijaka i nekih bio-
kemijskih parametara (AST, ALT, GGT, ureja) koji
ukazuju na funkeiju jetre.

Skupinu ispitanika &nilo je 84 bolesnika djedje
dobi (do 12 godina), Skupina je podijeljiena prema
spolu, te unutar te podiele na one bolesnike koji

BIOCHEMIA MEINCA god. 9, br. 1-2, 1999,

su dva ili vife puta tijekom 15 mjeseci proveli
laboratorijgku kontrolu terapije valproiénom kise-
limigm.

Rezultats sspitivanja pokazali su da se vrijed-
nosti valproiéne kiseline za vedi dio ispitanika
(85,8% ) nalaze unutar terapijskog raspona (346-
BA3 pmol1), dok manji dio ispitanika (14,2%) ima
vrijednosti nide od terapijskog raspona, Izmjerene
vrijednosti AST, ALT, GGT 1 ureje nalaze se unu-
tar referentnih vrijednosti, Vrijednosti amonijoka
izmedu djefaka 1 djevejfica ne pokazuju statisticki
enadajnu razliku (p=0075} i u B89.3% slutajeva
nalaze se u referentnom rasponuw. U 10,7% sluéa-
jeva dobivene vrijednosti amonijoka (sv=692+13 4
amol/L) vise su od referentnog raspona (m=14,7-
o3 pmol/L; 2=211,8-48,2 pmol/L).

U skupini bolesnika Koji su se vide puta tije-
kom odredenog vremena ponavljali vrijednosti
valproitne kiseline ne pokazuju (p=0,121) statis-
ticki znaéajnu razliku (p=0,012) i obitno su u ko-
relaciji & koncentracijom valproiéne kiseline.

Dobiveni rezultati pokazuju da wporaba val-
proitne Kiseline dovedi do porasta vrijednosti
amonijaka uz referentne vrijednosti ostalih mjer-
nih parametara. S obzirom na povezanost kon-
centracije valproicne kiseline i vrijednosti amoni-
jakn preporuéa se redovita kontrola terapijskog
raspona lijeka.

L )

PRIMJENA GC-MS U DETEKCIJT
SREDSTAVA INTOKSIKACLIE

Application of GC-MS as an Intoxication
Detection Method

Samodéanee K, ‘Blozimic F
'Khnathi #aved za kemyju Medicinskog fnkultoin Sveudiliiin
u dagreba | Klinifke balnice “Sestre milosrdnics”. fagrak
Prildjairijskn bolnica Vrapée, Engreb

Kvalitativoa i kvantitativoa analiza biolofkog
uzorka polvrduje prisutnost sredstva ovisnosti, a
prisutpost metabolitn ukazuje da je organizam
apsorbirao sredstvo, Prvi korak u pretrafivanju
wzoraka ukljuéuje testove probiranja (enzimimuno
metoda EMIT, radicimuno metoda RIA, metoda
fluorescentne polarizacije FPIAL Pozitivad rexul-
tat testovn probiranja treba potvediti mnogo spe-
cifitnijom 1 osjetljivijoms metadom. Tnkvem se
smatra plinska kromatografja'masena spektro-
metrija (GCMS).

Plinska kromatografija/masena spektrometrija
(GO/MS) spaja visoku sposobnost razdvajanja

13
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plinskog kromatografn & visokom ogjethivoscu i
specifitnodéu masens spektrometrije. Nadin mje-
renja GC/MS ovisi o vrsti pretrage 1 najmanjo)
koncentrae)i droge koja éini identifiknciju pozitiv-
nom. &a probiranje nepoznntog sredstvn intoksi-
kacije najbolji naéin je pradgenje svih tona u uzorku
itotal fon monitoring, TIM) koji pruza potpuni
masent gpektar iona, Nepoznato sredstvo intoksi-
kacije identificirn se aulomatskim probiranjem
prema bazi podataka. Program usporeduje mase-
pe spekire droge sa spekirima pohranjenim u bagzi
podntaka. Za prepoenavanje neophedna je podu-
darnost u tri glavna iona.

Ako jo poznato da je sredstvo intoksikacije pri-
sutno u vrlo niskej koneentraciji, koristi se tehni-
ka pracenja odabranib jiona (selected ion monitor
ing, SIM} kojom spektrometar prati samo odrede-
ne, karakteristiéne ione u uzorkw. SIM tehnika
snnéxno povedova osjetljivest, ali i smanjuje spe-
cifitnost identifikacije uzorka,

I cilju poboljsanja pretrage prije same plinske
kromatografije preporuéa se derivatizacija uzorka
kaoja, tnko produdae vrjeme analize koo 1 cijenu
rada, ima mz prednosti, Denvatizacin povedava
apecifitnost, osjetljivost, preciznost 1 linearnost
edredivanja, te smanjuje moguénost pogredke
tijekom identifikacije,

02/Ps
PROVJERA TOKSICNOSTI BILJNOG
PRIPRAVEA “FERO-LEKO
ANTIDLJABETIS”

Toxicity Assessment of the Herbal Prepara-
tion “Fero-Leko Antidijabetis”

"Petlevski R, ‘Hadiija M, *Slijepievié M,
Wukovic L, ‘WSuretié .
‘Farmacrutsko-bickemijski fakuliot Sveudilidta v Zagrebi,
Favesd 2a medicinaku bickomiju i hemntalogijo, Lagreh
natitut “Huder Bodkevic™, $avoed za melekularna
medicing, Lagreb

Biljni pripravak “Fero-Leko Antidijabetia” za-
dticen patentom pod brojem P-9801091 Zngreb,
Hivatzka, dobiven je ekstrakejom u etilnom alka-
holu, =atim izhlapljivanjem alkohola te liofiliza-
cijom iz sljededih biljnih droga: Centaurii herba,
Cichorii herba, Juniperi fructus, Millefoli herba,
Myrtilli Folium, Phaseoli perearpium, Taraxac
radix, Urticone herbn, Urticae radix, Valeniane ro-
dix, Morii folivm,

Hipoglikemijski utinak biljnog pripravka "Fe-
ro-Leko Antidijabetis™ utvrden je u dijabetitnih
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CBA miseva tijekom destomjeseénog tretmana
per ox u dozi od 0,7-1,0 mg'25 g mida. Dijabetes
Je dzazvan 0.5% aleksanom u dox od 75 mgkg
tielesne tefine misa.

LU svrhu provijere evenlunlne hepatotoksiénosti
ovoga biljnog pripravka u kentrolno), zdravo) sku-
pini CBA migeva i skupini zdrovih CBA mideva
tretiramih tim biljnim pripravkom odredivana jo
katalitifka koncentracija ukupne glutation S-tran-
sforaze (GST) u potn e azspartat aminotransferaze
(AST) 1 alanin aminotransfernze CALTY u serumu.
LI svrhu provjere eventualne nefrotoksiénosti od-
redivana je koncentracija ureje i kreatinina u se-
rumu e Jo napravijen histolegki progled jetre i
hubrega.

Rezultati nisu pokazali statistiéki znadajnih
raglika izmedu ove dyvije skupine glede katalititke
koncentracje GST u jetr, AST 1 ALT u serumu
te koncentracije ureje i krentinina u serumu,

Na mikrofotografijnma parenhima jetre 1 bu-
brega nisu wodene lezije ili nekroen jetrenog 1 bu-
bregnog parenhima.

Dobivent resultaty pokacupu, we hipoghikemagzk
utinak, netoksiénost biljnog pripravka *Fero-Leko
Antidijabetis”,

0zre

ISPITIVANJE BIOLOSKE
EKVIVALENCLJIE PRIPRAVAKA
ACIKLOVIRA NA ZDRAVIM
DRAGOVOLJCIMA

Examination of Biologic Equivalence of
Acyelovir Preparations on Healthy Volun-
Lesenrs

Lalié &, Wolf-Coporda A, Lovrié £, Macolié-
Sarinié V. Bilugié M.

Klinstki zaved za laborstorijabkn dijagnostike, Zaved mm
farmakakinetiby i annlititku toksikologijn Klinifkog

balnifkng centra Zagreh, Lagreh

1 kriganom 1 randomizicanom pokusu na 25
zdravih dragovoljnen mufkog spola ispitana je
biologka ckvivaloncija 2 ornlng pripravkn aciklo-
vira (Aciklovir prizvedaca Belupo i Zovirax prizvo-
daéa Glaxe Wellcome), oba u dozi od 400 mg.

Ispitanici su prije pokusa detaljno intermistiéla
pregledani, funkeijn organa vadnih za farmako-
kinetiku aciklovira je provjerena nizoem biskemag-
skih i hematolofkih mjerenjn kako bi se iz pokusa
moglo iskljuéiti ispitanike kod kojih bi bolest ili
poremednj mogli utjecati na rezultnte.

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br 1-2, 1558,
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Uzorci krvi su ispitanicima uzeti prije doze
lijeka te 0,6, 1, 1,33, 1,67, 2, 2,33, 2,67, 3, 3.5, 4,
b, 6, 8. 12 i 24 sata nakon doze. Nakon edvajanja
stanica, plazma je pohranjena u hladnjak na -21°C
do adredivania Koncontracije aciklovira tekucin-
skom kromatografijom visoke djelotvornosti
IHPLC), ue detekeiyju mjerenjem fluorescencijo.

Zn statistithu usporedbu koncentracija u svim
vremenskim razmacima nakon doee lijeka, vrigod-
nosti vrdnih koncentracija (0,502=0,100 mgL.,
odnosmo 05090201 mg/L, p<0.05), vremena do
yrénih  koncentracija (1482025 h, odnosno
1392042 h p<0,05) 1 povrdina iapod koncentra-
cijpkih krivaljn (2,76821,224 meh/L, odnosno
2.871+0,936 mg. WL, p< 0,01), koridtena je analiza
vArijjance,

Ispitani i referentni pripravel ne pokazuju sta-
tisticki znnéajne razlike u ospovnim Eimbenicima
bioloske jednakovaljanosti (vedne koncentracije,
vremena do vrdnih kencentriacija i povrsine 1spod
koncentracijskih krivulja),

Koncentrocije priproviaka u faxm elininacije
potovo su identitne,

Na osnovu navedenih rezultatn unatod velikih
interindividunlnih razlika medu ispitanicima mo-
#i se zakljutiti da su ispitivam pripravel bisekvi-
valentni.

0210

GENOTIPIZACIJA CITOKROMA P-450
CYPZD6 U BOLESNIKA NA TERAPLII
PSIHOAKTIVNIM LIJEKOVIMA

Cytochrome P=450 CYP2ZDEG Genotyping in
Patients on Psychoactive Drug Therapy

"Tapié E, 'Stefanovic M, Tvanisevié AM,
Riazinié F *Culav J, Shkodilid 2,
Wik 2avodl 2o kemipn Medianakog fnkulieta Svontiligia
L1 i"'.arrrhlu i Klinitke bolnice “Sestre msilssrdnice”, Zagreb
Puibignirijekn klinika Yraple, Eagreh

U eksidacijskom metabolizmu velikog dijela
psihoaktivaih lijekova znadajnu ulogo ima poli-
morfan izoenzim CYP2D6. Njegovih dest mutant-
nih alela tnall aleli *3, #4, *5, *6, *7 . i *8) kodiraju
neaktivie enzimske molekule, Nosilac dva mu-
tant-na alela predstavlia sporometabolizirajud
{poor metabolizer, PM) fenotip dok se nosilac samo
jednog odtedenog nlela amatra srednjemetabo.
limirajuéi (intermediate metabolizer, 1M} fenotip.
Prepoznavanje bolesnika s innkbivnim varijanta-

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 19595,

ma CYP2DE omoguéuje sigurniji odabir lijekn i
uspjednije lijedenje.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati uéestalast
null alela u skupini adravih (n=64) i u skupini psi-
hijatrijskih bolesnika (n=68) metedom multipleks
alel specifiéne PCR. U kontrolng skupini nadeni
s mutantm aleli 206 *3 (1,6%), *4 {(14,19%:) i *6
(0.8%]), dok su u skupini bolesnika naden samo
206 *4 (19,9%) i *6 (3,7%) aleli, (p=0,025), U
shupini #adovoliavajuieg terapijskog odgovora
in=36) nadeno jo 22,2% 2036%4 alela 1 4,2% 2D6%6
alela. Predvidivi fenobip pokazao je 36,1% IM i
8,3% PM. Statisti¢ki znatajna razlika 2D6%4 alela
33,3%, y*p=0,045) 1 predvidivog fenotipa (33,3%
IM 1 167% PM, #*p=0,002) nadena je u skuping
pojadane doxiranih bolesnika (n=6). Skupina bole-
snika & monjom dozom (n=12) pokazala je razliku
prema zadovoljavajuée doziranim samo za predyi-
divi fenotip (50,07 IM 1 0% PM., 7 p<0,001) dok
se frekvencije alela 2D6%4 (20,5870 1 "6 (4,2%) nisu
statisticki snadényno razhkovalo.

02P11

GENOTIPIZACIJA “NULL ALELA"
CITOKROMA P450 CYP2DE KOD
BOLESNIKA § KARCINOMIMA GLAVE 1
VRATA S POMOCU MULTIPLEX - ALEL
SPECIFICNE LANCANE REAKCIJE
POLIMERAZE

Genolyvping the Cytochrome P4530 CYP2ZD6
Null Alleles in Head and Neck Cancer
Patients by Multiplex Allele Specific PCR

Stefanovié M, Tvanisevic AM, "Topié E,
Wurdic I
'Rkt gaved e kembju Medicinakog fnkulista Sveotlidin
u fagrebu | Klinidke balniee “Sestre mibosrdnice®, Lagreb
Hliniks ra storinoloringologirn Blinitke Bolnice Dubrava,
Zngreh

Cilj ovog istraZivanjn bio je istrafiti moguéu
poveznnost genotipa Citokroma P-450 CYP2D6 i
njegovih najéedéih “null alela” (ICYPZDE*3, *4, *5,
*6, *T 1 "B) s ulestaloiéu tumora glave i vrata
tongl. Head and Neck Cancer - HNC). Poznato je
dn osobe s oba inaktivoa alela slabo metaboliziraju
mnoge ufestalo propisivane lijekove, ali i neke
karcinogene (sporometabolizirajuéi - engl. Poor
metabaolizer phenotype - PM). Nosioo samo jednog
oftedenog alela (dok je drug funkcionalan)
smatraju g¢ srednjemetabolisirajuét {eng. Inter-
mediate metabolizer phenotype - IML Multiplex
- alel specifienom lanfanom reakeijom polimeraze

45
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genotipizirali smo 64 zdrave osobe 1 39 bolesnika
(HNC) Rezultat: ispitivanja pokazali su da kod
prenadenih alela (3, *4 i *6) njihove frekvencije
u zdravih iznose redom 1,6%, 14,1% 1 0,8%. Medu
njima 4,7% ih je imalo PM, a 234% IM fenotip.
U gkupini bolesnika za pronadenc alele *3 1 %4
frekvencije su iznosile 2,8% i 194%, i u njoj nigmao
pronadli ni jednog nosioen PM fenotipa, no 44,4%
th je bilo IM fenotipa. Statistitki obradent rezul-
tati pokazali su znadajnu razliku za frekvencije
genotipa (° test; p=0,001) kao i predvideni fenotip
(" test; p=0,0011

Mo osnovu nasih preliminamih rezultata za-
kljuéujemo da PM fenotip pokazuje zastitnu ulopu
i vierojatno slabijim metabolizmom pojedinih kan-
cerogenih tvar daje svoj doprinos ohrani od na-
stanka tumora glave i vrata,

0EP12

DETEKCLJA UDVOSTRUCENIH CYP2D6
GENA LONG PCR METODOM

Detection of Doubled CYP2ZDE Gene by
Long PCR Method

"Bofina M, ‘Mikoli I, "Granic P "Stevljend-
Rubavina A.

"Klinstkl zavod o laborstorijske dijagnestikn Medicinakog
(akultetn Sveodilidta v Zagrebo § Klinstkog bolmidkog contrn

Eagreh, Sagreb

Citokrom P450 (CYP) enzim debrisokin 4-hi-
droksilaza kediran genom CYP2ZDE na kromosomu
22 metabolizira razlifite veste lijekover kao §to su
triciklieki antidepresivi, nearoleptict, selektivn
gerotoninski inhibitori, beta blokatori, antiaritmici
i drugi, Engim je izragito polimorfan. U bijelaca
uz diviji gen (CYP2D6E71) istrafeno je jod petna-
estak razliéitih alela CYP2D86 koji su povezani &
nedostatnom, smanjenom, normalnom ili pojaca-
nom enzimeskom aktivnoséw.

5-10% bijelaca pokazuje potpuni izestanak
CYP2DG enzimske aktivnosti zbog naslijeda dva
mutantna CYP2ZD6E nul-alela. Te osobe imaju
aslabljen metabolizam CYP2DE supstrata (mave-
denib lijekoval, Lijedenje standardnim dosnma
lijekova moge dovesti do vidih koncentracija lije-
kova u plazmi uz povedani rizik nuspojava i tok-
sifnosta,

Na drugoj strani raspona metabolitkog kapaci-
tetn je ultrabrzi metabolizam (UM koo rezultat
vrlo jake enzimske aktivnosti. Osobe 8 UM, kojih

Ak

je oko 7% medu bijelcima, zahtijevaju vide doze
lijekova da bi dozegle terapijsku koncentraciju u
plazmi. Te osobe &esto imaju alele s dvostrukim,
ili u nekim sluésjevima amplificiranim funkeional-
nim CYP2ZDE genima, koji uerokuju prekomjerna
ekspresiju CYP2ZD6 enzima, Dijagnosticiranje ta-
kvog stanja pomaze da se izbjegne teraptjski ne-
uspjeh u UM kada se CYPZDE supstrati propisuju
u standardnim dozama,

U ovom radu Zeljeli smo ustanovitl zastuplje-
nost UM genotipas u Hrvatskej. Analizirali smo
100 uzoraka genomske DNA 1z krvi osoba koje
koriste lijekove-supstrate CYP2D6 enzima. Primi-
jenili amo Long-PCR metodu 2a detekeju alela s
dupliciranim CYP2DE genima.

02'P13

ANALTZA OTROVANJA OD 1895, DO 1897,
U REPUBLICI HRVATSKO.J

Analysis of Poisoning During the 1995-1997
Period in Croatin

Lowrié Z, Plaviid F
Hrentski znvod en teksikologiyu, Zagrel

U izvjedéu su analizirani podaci o primljenima
u hrvatske bolnice zbog otrovanja kroz period
1995, do 1997, godine te podact o umrlima zbhog
otrovanja tijekom 1997, godine. Godidnje e u
balnice prima oko 1.700 osoba zbog otrovanga.
Izdvajaju se poschnoe padaci o visokej udestalosti
otrovania djece dobi do 4 godine koji sudjeluju s
18% medu primljenima u bolnies, a truju se
lijekovima i kuénim kemikalijama, Druga posebna
skupina ednosi 2¢ na djeéake dobi 10-14 godina
koji sudjeluju 5 409% u svim otrovanjima alkaoho-
lom koja su lijedena u bolnicama, a takoder se
poschno istiée dobna skupina 15-30 podina zhog
izrazito visoke ufestalosti otrovanjn sredstvima
ovisnosti. Upozorava se 1 na relativoo velik broj
bolnitkih dana pe otrovanju te na énjenicu da
dnovnoe u Hrvatskoy led 40 otrovanih ozobn,
Podaci o smrinosti pozebno su znaéajni u odnosu
na dastupljenost pojedinih otrova u dijagnozama.
Tijekom 1997, godine umrla je zbog otrovanja 141
ogobn, Obtrovana uglpénim monoksidom Eine cak
22% od svih atrovanja sa smrtonoesnim ishodom,
a na drugom mjestu s 18,5% jo heroin i to pre-
teino kod mladih Zena. Ta dva i drugi prikazani
pedact zahtijevagu intervenciju u javnosti.

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, be 1-2, 1999,
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Sekeijsha temea: 03
Molekularna dijagnostika: standardizacija, procjena kakvode,
automatizacija

Molecular Diagnostics: Standardisation, Quality Contrel and
Automatisation
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ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME
(ACE) GENE POLYMORPHISM: THE
IMPORTANCE OF 1 ALLELE IN COMPETI-
TIVE OARSMEN

Polimorfizam gena za angiotensin
konvertivnjuct enzim: vainost 1 alela
u veslada

"Pleitina 8, Yelakovié B, *Milicié D, 'Sertié J,
‘Stavljenid-Rukaving A

‘Chnicol Institvie of Laborntory Dingnosis, Zagreb Liniviers

sty School of Medicine ond Clinicn] Hospital Center Zngreb

THvisdon of Mephrology and Arteral Hypertenston,
Department of Internal Medicine, Clinical Hospital Center

:",.,1|;r|'-|:1

A specific marker that influences human physi-
cal performance has not been identified. Candi-
date genes with potential significance in control
of cardiovascular adaptation to exercise might be
found in the renin angiotensin system (RAS)
which plays a key role in the regulation of both
cardiac and vascular physiology. ACE gene is an
important component of RAS. ACE gene has been
cloned and the gene effect shown to be nssociated
with an insertion/deletion (YD) polymorphism of
an Alu regiment in intron 16, An insertion allele
of the pene was associated with an ingertion/des
letion (LD polvmorphism wsing PCR in 34 oars-
men who were compared with suitably matched
control population. Rowing wns selected because
it 15 an endurance sport. Hesults of the ACE
genotyping showed that 16 (47.1%) sarsmen were
homozygous Tor 11 allele, 6 (17.6 %) were homozy-
gous for DD allele and 12 (35.3%) were heterozy-
gokes, while in control group there were 8 11 {247%,
8 DD 24%) and 18 1D genotypes (52%), The fre-
quency of the I1 allele in oarsmen was 065 (p<
0.05 vs the control group). Compared with the
control group the oarsmen had an excess of ACE
I allele and the ACE 11 genotype. The findings
suggest that insertion allele of the ACE gone may
be responsible for their outstanding aport results,

BIOCHEMIA MEINCA god. 8, br. 1-2, 1958,
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LIPOPROTEIN LIPASE GENE POLYMOR-
PHISM IN PATIENTS WITH
HYPERTRIGLYCERIDEMIA

Polimorfizam gena za lipoprotein lipazu
u bolesnika s hipertrigliceridemijom

'Mikadic D, *Kunowvic B, *Milidewié £, "Pafié A,
"Zrinski-Topié R, "Sertid o,
Stavljenid-Rukavinag A,

‘Department of Chemistry and Biochemistry, Eagreb
University School of Medicing, Zngrob, "Lagrel Health
Center , fagreh. " Vuk YVrhovae™ Institute for Metabolie
disenses, Zagreh. Department of Dermatalopy, Clinical
Hospital Center, Lagrebh. "Clinical Institute of Labaraiory
Dingnosie, Clinical Flospital Center, Zagrob, Croatin

Lipoprotein lipase (LPL) plays a major role in
the lipoprotein metabolism. Several LPL gene
polvmorphisms have been found to be associated
with lipid disordera, atherosclerosis, cardiovascu-
lar and cerebrovascular disease, and their genetic
defects still remain partially unknown. An nsso-
ciation between was found LPL deficiency and
Pvu Il polymorphie site within the intron between
exons 6 and T at the gene locus in French-Cana-
dian population and in Japanese population. In
this study we investigated genotype distribution
of LPL polymorphism in 138 Caucasian patients
with hypertnglyeeridemia. We determined the
Pvu II polymorphisms by PCR and restriction
fragment length polymorphisms.

The heterozygous genotype for Pvu 11 with cut
(/<) was more frequent in our study patients (+/-
=48.0%, ++=22.5). The homozygte genolype was
found in 29%. We also compared Pvu Il genotype
lipid level between Pva 1T homozygotes and het-
erozveotes but we did not find signifieant differ-
epces. The plasma iriglycerides expressed as
mean (50} in mmol/L were 5.2 for homogygotes
and 4.8 for heteroeygotes. In addition, in patients
without Pvu I restriction site (+/-) we found lower
level of triglyeerides (SD=3.1 mmaol/L),

In conclusion, we report on increased fre-
quency of homozyvgous and heterozygons Pyva 1]

AT
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genotype in hypertriglyceridemic patients, This
finding might prove useful in detection of indi-
viduals most probably susecptible to the develop-
ment of hypertriglveeridemina, and may be o use-
ful marker to analyse this genetic defect in patient
fmilies.

0P

MUTATTONAL ANALYSIS OF THE MAJOR
PERIPHERAL MYELIN PROTEIN ZERO
GENE AND CONNEXIN 32 GENE IN
CROATIAN PATIENTS

Analiza mutacija gona
zn glavni periferni mijelinski
protein nula i koneksin 32
u bolesnikn u Hrvatskoj

IGrékovié B, *Mitrovid Z,
\Stavljeniéd-Rukaving A
iCHnxal Instituie of Laboratory Diagnosis, fagreb Univer-
mity Schest] of Medicine nnd Chinical Huupilnl Ceitor
Zngreh, Croatla. 7 Departmedit of Meisrelogy, Zagreb

University Schoal of Medbane aml Clinical Hospital Center
Fogreb

Chareot-Marie-Tooth (CMT) disease is the most
commaon inherited disorder of the peripheral ner-
vous system. CMT 1B form is characterized by
mutations affecting the major peripheral myelin
protein i MPZ) wero gene located at chromosome
1g21.3-q23. In the X-hinked dominant form
(CMTX) mutations have been found in the
connexin 32 gene (Cx32) mapped to Xq13 that en-
codes o pap junction protein. In this study we
examined 100 patients divided according to nou-
rophysiological eriteria into the CMT 1B or CMT
X forms. Wo investignted cxons 1 and 2 of the
MPZ gene for the presence of mutations using
single strand conformational  polymorphism
(SSCP) analysis, The coding region of the Cx32
gene was analyzed by polymerase chain reaction/
restriction fragment longth polymorphism tech-
nigques, SSCP analysis of exon 1 of the MPE gene
showed an altered mobility pattern in two related
patients. No alteration was found in exon 2 of the
MPZ gene. Also, no mutation was established in
the fragment 1 of the Cx32 gene. Detection of new
mutations has o significant role in molecular di-
agnostics of inherited peripheral nourepathics and
in developing new tools for their identification.
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BRADYKININ RECEPTOR B2 GENE POLY-
MORPHISM AND ESSENTIAL HYPERTEN-
SI0ON

Polimorfizam gena za bradikinin
receptor B2 i esencijalna hipertenaija

Ferenéak G, Jelakovic B, Sertic of, Kuzmanic
N, Crorigéve D, Stavljenid-Rukaving A
Klimitki raved 2o laboratorijsku dijgpgnostiku Modicinakog
fnkulteta | Rlinkkog lelndkog centra Zagreb, Eagreb

Bradvkinin receptor B2 gene (BDREB2) 15 a
candidate gene for the molecular marker of inher-
ited predisposition to essential hypertension (EHL
It encodes a G-protein linked roceptor ond thero
are four known palymorphic gites within the gene.
In exon 2 the transition C=T ot position 181 of
cDMNA results in substitution of arginine by cystoin
at codon 14 (R14C) of the protein. In the promoter
region the transition T=C at position 58 upstream
ie poasible, but its effects are still unknown, We
investigated the association of these two palymaor-
phizms with EH.

The sulyocts were divided into two groups:
normotensives (=80 and hypertensives (N=580],
The palymorphic sites were annlverd using PCR/
SSCP and RFLE. The © and T alleles ot both sites
were found to be in Hardy-Weinberg equilibrium
and their frequencies were similar to those pub-
lished for South German population. No zignifi-
eant differences in the distribution of the geno-
types botwoen the two groups were found. Fur-
Lther ||:|14|]:,.'m5 ol thie rl.':ﬂ:'l.l:l'li.l'lg LSy pﬂlytﬂﬂl‘phif
sites is noeded 1n order to Fiile out this gene ns o
molecular marker in EH.

3PS

GENETIC FACTORS OF ATHEROSCLERO-
SIS IN CROATIA

Genetski faktord ateroskleroze u Hrvatskoj

Zrinsgki Topic R, Uerevid B, Sudic M,
Cubwilo-Turek M, Skodlar J, Stavljenié-
Rukavirna A

Klinktki znvid #a lnboratorijaka dijagnostiki Medicinakog
fnkulteta Sveudilifts w Eagrebu 1 Klinithog balnkikog centrn

Fapreh, Eapreb

Hypercholesteralemin is one of the most impor-
tant risk factors for development of atherosclero-
gig. It occurs as a comsequence of one or more

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999,
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eoncurrent genetic disorders which change the
LDL-receptor-mediated catabalism of atherogenic
lipoproteins. This work presents the first results
of & study of molecular basis of hypercholester-
olemia conducted in Croatia, The study included
416 hypercholesteralemic subjects with total eho-
lesteral and LDL-cholestoral values of 6.7 mmal/
L and =4.9 mmol/L, respectively. The presence of
moelecular changes in LD -receptor gene was ex-
amined by the PCR-SSCP isingle strand confor-
mation polymorphism) method, while the pres-
ence of Apo B 3500 mutation was examined by the
PCR-RFLP irestriction ragment length pelymor-
phism} method. Results show that 18.8% of hyper-
cholesterolemic patients have one or more muta-
tions on the LDL-receptor gene. Only one ease of
hypercholesteroleman coused by Apo B 3500 mu-
tation has been found 2o far in Croatian popula-
tion. In addition to clinical application, results of
this gtudy contribute to establishment of the “genc
map” of risk factors for atherosclerosis in Croatia
and indirectly influence the procedures of pri-
mary and secondary prevention of cardiovascular
dizeases.
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PCR IN SITU - METODA IZBORA U
DIJAGNOZI | PRACENJU LIJECENJA

AKUTNIH LEUKEMLIA - PRIKAZ DVA
SLUCAJA

PCR Insitu - a Method of Choice in Diag-
nosis and Follow-up of Acute Leukemia -
Presontation of Two Cazes

'Giadrov-Kuveidié K, ‘Sudic M, "Boban [,
"Markovié-Glamodak M, '‘Rics 5, 'Staviienié-
Rukaving A, *Labar B.

Rlinktki mavod 2o laborntorijske dijagnostiku Medicingkog
fakulietn Syewdilifta o fagrebo § Bavoed en hematolegijo,
Klinikn ea unatarnje balesti Klinidkog bolniékog contrn

foagreh, Eagrob

Citomorfolodki nalaz 1 citokemijske znnéajke
zlotudnih stanica u Kostana] srii i periferno] krvi
bolesnika s akutnom lenkemijom kljuéni su u
postavljanju dijagnoze i odredivanju podtipa akut-
ne leukemije. Daljnji dijagnosticki postupak su
imunsfenotipizacija u proteénom citometry za
dokaz staniénth antigenn i konvencionalna citoge-
netika kojom se odreduju kromosamske abner
malnosti, S pomady lanéane reakeije polimeraze
fengl. PCR-polymerase chain reaction) odreduju

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1999.

£C Promjene na razing gena, speciiiéne za pojedine
leukemijske podtipove. U vedine bolesnika u kojth
se makon lijefenja postigne potpuna klinicka i
morfolodka remisija (manje od 5% zleéudnih
stonica u Kostano) srkl 1 nestannk u perifernog
krvil u kodtanoj si#i i dalje posteji manji broj
zloéudnih stanica, tj. minimalng estatna bolest,
Ona ponekad éini sgamo 10-" anutar populacije
normalnih stonicn kodtane sri, o tako malen broj
stanica nemoguée je otkriti konvencionalnom
citomorfolefkom analizom koeitane srd. PCR
tehnika umnazanjem odsjedka molekule DNA 1l
RNA omoguéuje otkrivanje malog broja zlodudnih
hematopoetskih stanica pa je neizostavnn metodn
pri pracenju lyedenja akutnih lenkemija. Iako je
PCR visoko osjetljiva metodna, ona zahtijeva
unidtenje stanice dn bi se izolirala staniéna DNA
tako da rezultat nije moguée pridrufiti odredenom
tipue stanice ih tkiva, In situ habridizacija je visoko
apicificna metoda gdje hibridizacijom obiljetene
probe komplementarne odgjecku DNA ili RNA
mofemo dokazati promjens na razing gena o
intakino] stamier, ali nedovoling osjetljiva jer je
potrebno  vide kopija  genske sekvence 2o
vizualizaciju rezultata. Kombinacijom PCR-u 1 in
situ hibridizacije nastaje PCR in situ. metodn
kojom  je mogude umnaZati  feljenu  gensku
sekvencu u intaktnoj staniei. Cilj prikaza bio je
analizirati PCR in situ tehnikom genske promjene
U pojedinim tipovima akutne leukemije u dvije
holesnice, na citolodkaom razmary kostane srii o
akutnoj fazi bolesti, nakon provedene citostatske
terapije & transplantacije koftane srii. 1 bolesnice
A dijagnoaticirana je akutna mijeloiéna leukemja
pedtipa M2, & kenvencionalnim PCR-om dokazan
je AMLUVETO fuxijski gen, nastan translokacijom
i8:21). U bolesnice B dijagnosticirana je akutna
mijeloifna levkemija podtipa M4 & eozinofilima,
a PCH-om je dokazan CB{IMYHI fuzijski gen
nasthe inverzijom kromosoma 16, Uzoerel kodtane
srii za citoloske razmaze uzetd su pr postavljonju
dijagnoze, pri ulasku u prvu potpunu remisiju, to
dva mgeseca nukon, kod bolesmice A, nutologne
transplantagije kodtone srd, o kod bolesnice B
nakon transplantacije perifernim matiénim hema-
topoeiskim stonicama. Nakon izvodenja BT in situ
PCR-a dokazani su prijepisi fuzijskih gena u ohje
bolesnice pri postavljanju dijagnoze, a takoder i
pri ulnsku u remisiju, medutim prijepisi nisu
dokazani nakon transplantocije kostane srii. Re-
zultati su wsporedeni s rezultatima dobivenim
konvencionalnim PCR-om, uz potpunu korelaciju
rezultata, tako da se mode zakljuéiti da je PCR in
situ pouzdana morfolodka molekularnn metoda pri
dijagnoi 1 pratenju lijeéenja nkutnih leukemija,
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LR Y o
PRIMJENA KAPILARNE
ELEKTROFOREZE U ANALIZI STR
SUSTAVA

Use of Capillary Electrophoresis in the
Analysis of STR Systems

'"Abramovidé MK, ‘Kuenovid B,
Mimistoratvs unutargil poslova Hepublike Hrvatske, Contar 13
kriminalistifks viestndenjn “[van Yatetsd™, Eagreb. Thjngnosticki

laboratory) Domo sdravijn Cendar, Sagreh

Sustav kratkih ponavljajuéih sekvenci (STR-
ghort tandem repeat) prihvadeni su kao standard
1 humang) DNK identifikaciji. Najjednostavaiji
naéin analize TR sustava bila je elektroforeza na
denaturiranom poliakrilamidnom gelu (poliakril-
amid; big = 19:1), nakon éega slijedi vizualizacija
amplificiranih alela bojenjem u otopini AgNO,.
Uvodenje kapilarne clektroforeze natno je po-
baljgale asjetliivost, preciznost 1 brzinu analize,
Obiljezavanje PCR produkata jednom od Muoeres-
centnih baja (5-FAM, JOE, NED i ROX) omogudile
je istoveemeny anglize alela koji se medusobne
proklapaju po svojo) veliding, pri demu je zadovo-
ljavajuéa rezolucija dobivenna u detekeiji aleln koji
se raglikuju 2o gamo jedan boazni par. Usporedba
rezultata analize STR sustava dobivenih klasié-
nom elektroforezom na PAG-u i kapilarnom elek-
troferczom ukazuje da bi kapilarna elektroforeza
trebala biti metoda izbara,

Ps

UCESTALOST CSF1PO, TPOX, THOL,
FI3A01, FESFPS, vWA, D16S538, D7S820 i
D135317 ALELA U HRVATSKO.)
POPULACLII

The Distribution of the CSF1PO, TPOX,
TH, F13A01, FESFPS, vWA, D1&S539,
D7SE20 and 135317 Alleles in the
Croatian Population

"Makar A, *Kunovié B,
Mimistarstvo unutarrjih poslova HEFUI"'IHE Hrvaleke, Centar 1
kriminalistidkn syeiisfeaia “Ivan Yobelic™, fapreh

ijagmustitki Enborntori) Domn wdravlja Contar, Eagreb

lepitivanje utestalosti alela kratkih ponavlja-
jugih sekvenci (STR - Short Tandem Repeats) u
hrvatsko) pepulaciji vréeno je nn CSF1 PO, TPOX,
THOI, F13A01, FESFPS, vWA, D165538, DTS8520

G0

i D135317 genskim lokusima. Analizgirani uwzorc
krvi potjedu od zdravih osoba koje nisu v krvnom
srodstvu, nasumiéno adabranih uw hrvatskoj po-
pulaciji.

DNA je izalirana iz krvi izuzete 8 EDTA upotre-
b fenol:kloroform:izeamilneg alkohola (25:24: 1)
Za amplifikaciju alela koridteni su primeri tvrtke
“PROMEGA” uz upotrebu Platinum-Tag DNA
polimeraze tvrtke “LIFE TECHONOLOGIES™.
ldentifikacija amplificieanih aleln vrdena je na
denaturiranom polinkrilamidnom (19:1) gelu, a za
vizunlizaciju keriftena je otopina AgNO_

Dabivene uéostalosti ispitivanih genskih loku-
sa kredéu se u okviry vrijednosti zabiljezenih za
astale bijele populacije Europe i SAD.a i predstav-
limju polaziste za forenzicke i identifikacijske ana-
lize unutar hrvatske populacije.

LR o)

DETECTION OF BORRELIA
BURGDORFERI SENSU LATO DNA BY
POLYMERASE CHAIN REACTION

Utvrdivanje Borrelia burgdorferi
sensu lato DNA pomodu polimerazne
lanéane reakeije

'Grahovae B, ‘Situm M, ‘Marbovié 8, *Furaé [,
'‘Kubat M, ‘Balija M, 'Grgievié D,
Croatian Institute of Translusion Medicine, Lagrah

Department of Dermotoblogy. Institute of Forensic
Medsrine, School of Medicine, University of Zagred, Zagreb

Lyme digease is a zoonosis cansed by Borrelia
burgdorferi (Bb), a spirochete  borne by
hematogenic Arthropoda, i Ixodidae ticks. Bb
ean be divided into at least eight species, Bh zensu
sfriclo 1z most often associated with arthritis,
B.garin:i is associated with nourologic symptoms,
and B. afrelii with erythema chronica migrans
(FCM) and acrodermatitis chronica. Several thou-
sand LB cases oceur in Europe every year (about
L1%-0.2% per year). The infection is endemic in
woody areas of woestern and central Croatin, The
prevalence of antibodies ta Bb in Croatia was 44%
in the group from the high risk zone, 8% from the
low rizk zone, 43% among forestry workers, and
10% in the general population,

In this study the nested PCR method devel-
oped in our laboratory by amplifving of the flagel-
lin and rENA genes was evaluated, and sera from

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1999,
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several groups involved in Bb epidemiology, such
mg forestry workers from endemic and non-en-
demic LB zones (82 and 20, respectively), patients
with ervthema migrans (40) and 50 blood donors
were screencd. To define the genospecies, we per-
formed SSCP sereening to demonstrate possible
heterogeneity of PCR products followed by cycle
sequencing and phylogenetic analyvsis of the se-
quence data,

Ot of 82 forestry workers 31 (37.8%) were [FA
pogitive, while 4 out of 82 had ECM but were PCR
negative: 27 out of 31 IFA pesitive individuals
showed no LB symptoms but 6 of 31 (22%) were
PCR positive. Out of 51 [FA negative forestry
workers, all but one were ECM and PCR positive,
while 7 of 651 (14%) were PCR positive and LB
symptom negative. In the second group of forestry
workers, 3 were IFA positive, but all were FCR
noegativie, In the group of 40 ECM pationts, 10
{20%) patients were PUR pogitive and 8 of 10 IFA
positivie. Only 3 out of 50 (6% ) blood donors were
IFA pozitive, but only one (2% ) was PCR positive.
The phylogenetic analysis of sequence data re-
vealed all amplified samples to belong to the Bor-
relia afezelit strain.

03P

USPOREDBA MOLEKULARNIH METODA
RFLF I DEIA U GENOTIPIZACIJI VIRUSA
HEPATITISA T

Genotyping of Hepatitis © Virus-Compari-
son of RFLP and DEIA Methods

Babie I, HIMngu:-Fupm-r':‘ f, Dratic V)
Grahovac B, Balija M, Grgifevié 3,

Hrvatski zoved ea tronshecjske medicing, Zagrel

Ovim istragivanjem Zeljeli smo usporediti dvije
malekularne metode, tj, RFLP (restriction frag-
ment length polymorphizm) | DEIA (DNA enzyme
immunoasgny) koje rabimo 2a utvedivanje geno-
tipa kod HOCV-RNA pozitivnih ispitanika. RFLP
mitoda obuhvadn enzimsko cijepanje umnofenog
5 nekedirajudeg dijeln genoma hepatitis C virusa
& pomocu restriketjskih enzima, dok se DEIA me-
toda temelji na hibridizacin umnofenog dijela
Core regije virusnog genoma s odgovarajucim oli-
gonukleatidnim probama specifitnim za pojedine
Fenntl ey,

HCV-ENA je izolirana iz 140 pL secruma s
pomocu QlAamp kita (QIAQEN, Njemadka).
Nakon provedene roverzne transkripeije (Gene-

BIOCHEMIA MEDICA god. B, br 1-2, 1984,

AMP RNA-PCR kit, Perkin Elmer), virusna cDNA
umnokena jo nested PCR-om uz aligonukleotidne
zadetnike za dvije regije genoma: 5 nekodirajudu
1 Core. RFLP metodom nafinjeno je enzimsko
cijepanje uz restrikeijske enzime: Haal, Hae IT1 1
BstUl {Boehringer, Njemadkal. DEIA metoda
(MhaSorin, Biomedica) sadrii 9 oligonukleotidnih
proba specifitnih 2o genotipove: La, 1b, 2a, 2b, 2¢,
da, 4, 51 6. Istragivanjem je obuhvaden 51 ispita-
nik. Svi uzorci ¢DNA su uspjesno umnodeni u
D NK regp (ospet]ivost metode 100%), dok 12 uzo-
raka nije bilo moguée uvmnokiti u Core regiji
losjetljivost 817%), &to je u skladu sa spoznajama
o visokoj konzerviranosti nukleotida u 5° NK regiji
HCV genoma. Visoka podudarnost rezultata izme-
du dvije metode utvrdena je za genotipove la, b i
3a, koji su i pojufestaliji u hevaiskoj populaciji.
Zn odredivanje genotipova 2 1 4, metoda izbora je
DEIA, buduéi da RFLP metodn pokazuje slabu
moguénost razlugéivanja ova dva genotipa. 5 po-
motu DEIA metode bolje s¢ mogu razlikovati mi-
jedane infekeije s razlifitim genotipovima virusa
hepatitisa C.

03Pl

DOKAZIVANJE NPM-ALK TRANSKRIPTA
KOD NON-HODGKIN LIMFOMA

Detection of NPM-ALK Transcript in Non-
Hodgkin's Lymphomas

'Kozié 8, 'Grafiovac B, *Ostajic 8, *Kusee R,
Elakind B,
'Hirvatsks zaivod 20 transfuzijska medicing, Angreb,
"Hemataleiki odjed Bhiniéke balnice “Merkar®, Angreb

Anaplastiéni limfom wvelikih stanica (ALCL)
predstavija oko 25% avih non-Hodgkin limfoma
(NHL) u djece i adolescenata i oko 5% u odrasloj
skupini NHL balesnika. Po REAL klasifikaciji to
su tumori T ili 0 fenotipa, koji pokazuju ekspresiju
CI¥I0 antigenn. Zlodudne stanice ovog limfoma
prvenstyenc infiltriraju tkive limfnih &vorova, o
mogu se nadl | o mekim thivima, gastrointesti-
nalnom sustave i koftanej srdi. U gotove tredni
sluénjova ALCL-a naden je kromosomski pore-
meéaj nastao balansiranom translokacijom (2;5)
ip23;q35). Gen Sq35 NPM (nukleofosmin) uklju-
ten e u regulaciju staniénog aiklusa, a gen 2p23
ALK je onkogen koji e tek aktivacijom cksprimira
u protein s aktivoedéu tirozin-kinage. Translo-
kacijom ALK gen prelazi s drugog na peti kromo-
som 1 vede se na NPM gpen tvoredi NPM-ALK
kimeritni gen. NPM-ALK gen kodira hibridni pro-

al
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tein od B0 kD koji pokazuje aktivoost tirozin-
kinaze.

Clilj rada bio je utvrditi postoji li translokacija
(2.5} u skupini od 27 bolesnika dobne skupine od
22.79 poding, kojima je morfolodlki 1 imunohistae-
kemijeki dijagnosticiran non-Hodghkin limfom. 24
bolesnika $u morfolodki definirani kao ALCL, 2
bolesnikn kao velikostanitni NHL i jedan kao
imunoblastiéni limfom. Iz ckstrahiranih limfmih
évorova izolirana je RENA, reverznom trans-
kripegom prevedena u ¢DNA, 1 8 pomodu PCH
reakeije u dva koraka inested PCR) umno®avani
g1 kontrolni geni f-aktin, unutarstaniéni dio ALK
gena 1 kKimeriém gen NPM-ALEK.

[Laktinom smo dokazali zadoveljovajudu kva-
litety izolirane RNA i transkribicane eDNA svih
uzoraks, o parcijalnim uvmnoZavanjem ALK genn
dokazali gmo prisutnost ALK gena o avam ispiti-
vanim weorcimn, Postojanje NPM-ALK transkrip-
ta dokazali smo u jednom uzorku ALCL 1 Kod dva
uzorka velikostaniénog NHL, $to &im 115 ispiti-
vanih mon-Hodgkin limfoma,

0EP2

GENOTIPIZIRANJE MTHFR L APO E U
ISPITANIKA S ATEROSKLEROZOM
KAROTIDA

MTHFR and APO E Genetyping in Patients
with Carotid Atherosclerosis

wZuntar L, 'Topic E, 'Antoljak N, *Demarin V,
Nukovid V.

TRbinatkl zaves] 20 homiju Medicinakog fakulteta Svewtalifta
o Eagrebu | Klinidke bolnice *Sestre milosrdnice”, Zagreb
‘Klinika zo newralogiju Klinitke belnice “Sestre
milosrdnice™, Eagreb

Ateroskleroza je vodeda bolest krymih Zila &
okolidnim i genetskim utjecajem. MTHFR ( meti-
lentetrahidrofolat redukiazal ima vaZnu alogu o
metabolizmu homocisteina, a njegov gen nalnz se
na prvom kromosomu. Mutacija CE77T povezuje
ge & pojavnodtu ateroskleroze. Apo E je poalipeptid
sn znadajnom ulogom u metabolizmu lipida i
razvoju sterosklereze krvnih Zila, Mjegov se gen
nalozi na 19, kromosomu, 8 polimorfizom je oznm-
fen zamjenom aminekiseling Arg i Cyz na mje-
stimo 1121 158 (E2: Cys 112/Cys 158, E3: Cys 11%
Arg 158 and E4: Argl12/Ang 1580, Cil) ovog ispiti-
vanja je da se ispita povezanost apo E 1 MTHFR
genotipa & aterssklerotskom  bolesti karotida,
MTHFR i apo E genotip odredeni su metodom
PCR-RFLP u skupini zdravih dobrovoljnca in=67)

52

i 40 bolesnika s dijagnosticiranom stenozom karo-
tida (color doppler; stenoza =50%). U podskupini
SC g apo E 34 i 273 genotipom (n=20} nadeno je
50%, a u podskupini adravih ispitanika (n=19) 258%
ispitanika s ape E 3/4 § 2/3 genotipom. U navede-
nim podskupinama SC i sdravih nadena je pod-
jednaka raspodjela #droveg 1 hetrezigotno-muti-
ranog MTHFR genotipa. Statistickom obradom
rezultata nije nadena znadajna razlika (p=0.05, ¢
test) za ape E 1 MTHFRE genotipove 1 alele u
gkupini bolesnikn u odnosu na zdrave dobrovoljce.
Preliminarni rezultati upuéuju na potrebu dal)-
njeg istrafivanja MTHFR i apo E genotipa uklju-
fujudi veliki broj ispitanika kako sdravih toako i
ispitanika & aterosklerozom krvnih #iln bez obzira
na njeEing miesto,

03P13

GENOTIPIZACLJA CYP2D6 “3 1 *4
MUTACIJA METODOM PCR-SSCP
PCR-SSCP Genotyping of CYP2DE *3 and
*4 Mutations

Nvanigevié AM, 'Stefonovié M, 'Topié E.
IKHinitki znvedd 23 Kiemija Medicinskog fakulietn Sveuslildin
wr-Zagrelna i Klinigke bolnice “Sestre milosrdnice”, Eagrob

Single-Strand Conformation Polymorphism
(88CP) je metodn detekeije poznatih i nepoznatih
mutacija koja se temelfi na promjeni sekundarne
strukture definiranog ulomka jednolanéane DNA.

Cilj ovog rada je bio optimirati PCR-8SCP
metodu detekeije CYP2ZDE *3 i *4 mutacija kori-
itemjormn GMA™ gelova u Elchrom Scientific SEA
2000 elektroforetskom sustavu, epremljenim ele-
mentom za izmjenu topline § pumpem za lami-
narni protok, keji omopuduju odréavanje jedno-
litne temperature po éitavo)] povrdini gela,

PCR-35CP analiza je izvedena na 45 uzoraka
prethodno genotipiziranih metodom PCR-RFLE
Eksoni IV 1 V ("4 1 *3 aleli} CYP2D6 gena su
umnofeni 1 densturiront na 95 C 5 minuta,
Mapon je hio 45 ¥V, a temperatura pufera 8§ “C
tijekom mod (186 h,

Wagi rezultati pokaruju reproducibilne | unifor-
mne shresce vrpel na gelo a0 mutante 1 divlje
tipove CYP2D6 *3 1 *4 genotipova. Unutar sku-
pine zdravih ispitanika za CYFP2D6 =3 je pronn-
deno 20% hetorozigotn 1 98% divljeg tipa, a za
CYP2DE *4 68.2% divljeg tipa, 29,5% heterozigota
i 2.3% homozigota. Svaki urzorak prethodno ge-
notipigiran metodom POR-RFLP jednoznaéno je

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 19598
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potvrden moetodom PCR-SSCP (100% podudar-
nost). Zhog odlifnih znaéajki GMA™ pgelova i
moguénosti kentrole temperature u Elchrom Sci-
entific SEA 2000 elektroforetskom sustava mi-
todda je pouzdana, jednostavna za izvodenje i eko-
nomeski konkurentna.

3P4

POLIMORFIZAM GENA ZA
PARAOKSONAZU 1 APO E U BOLESNIKA
S KARDIOVASKULARNIM BOLESTIMA

Genetie Polymorphism of Paraoxonase and
APO E in Cardiovascular Patients

Tvanifevié AM, Topic E, "Stefanovic M,
Wuntar I, "Wikolié V. "Cubrilo-Turek M.

K inidki znvod za kemiju Medicinskog fakulteta Sveadilido
u Engrebu i Khinigke holnkee “Sestre milosrdnice®, Fagrob
"W limikn zo kardialagifu Klinléke balnice “Hestre
milasrdnice”, Lagreb, "Intorna kiiniks Cpée bolnice "Svet
duh”, Zagreh

Genetski polimorfizam parnoksonaze na kodo-
nu 182 predstavlja supstituciju glutamina (A aleld

uuuuuuuuu

u arginin (B alel). Molekularna esnova polimor-
fizma gena za Apo E proizlazi iz zamjene dvaju
aminokiselina {Arg i Cys na mjestima 112 i 158}
te prema tame razlikujemo sljedeée alele: E2-Cys
112/Cys 158, E3-Cys 112/Arg 158 i| E4-Argll}Arg
158, Cilj ovog istraivanja bio je ispitati distribu-
cije genotipova za paracksonazu (PON1) i Apo E
u zdravej populaciji i u bolesnika s kardiova-
gkularnim bolestima, te ispitati povezanost po-
jedinih alela & razvojem kardiovagkulamih bolesti.
[spitivanje je obavljeno na skupini od 51 bolesnika
5 koronarnom bolesti i 70 zdravih ispitanika.
Frekvencije genotipova su se statisticki znatajno
razlikovale za PON1 ip=0,017, y*-test), dok je
genotipizacijom Apo E razlika za frekvencije
genotipava bila na granici statistithe znadajnosti
(p=0,064, y*-test). Unutar skupine heterozigota
(E2/3, E3/4) za Apo E, frekvencija B alela bila je
46,7% &to so stotistiéki znaéajno razlikuje od
kontrolne skupine (p=0,009, y*-test). Nadi rezultati
ukazuju da bi pelimorfizmi gena za PON1 1 Ape
E mogli predstavljati neovisni faktor rizika za
razvej kardiovaskularnih bolesti. Kako bismo
potvrdili noge hipoteze, potrebno je nastaviti istra-
fivanje na veéem broju ispitanika.

Sekeijska tema: 05
Bolesti bubrega i njihovi eksperimentalni modeli

Kidney Disecases and their Experimental Models

051

ZNACAS ODREDIVANJA SERUMSKOG
CISTATINA C U PROCJENI
GLOMERULARNE FILTRACLJE U DJECE

Serum Cystatin C Measuremoent in Assess-
ment of Glomerular Filtration in Children

Tegija A, "Zubfid A, Antoljak N, *Belmis o,
"Mopic K,
"Klinitki zavod za kemiju Medicinskog fakulieta Syeudiliden

u Zogrebu i Klinitke lmlnice “Sestre miloardnice”, Zagrob
TREnikn za pedijatriju Klinitke bolnice “Sestré

miloerdnice”, Lagrab

Cistatin C, protein male molekularne mase,
stvara se u gotovo svim tjelesnim stanicama, o
izlutuje iz organizma glomerularnom filtracijom
(GF). 5 ohzirom da je njegova koncentracijn u
geTUmu neovigna o midicna] masi ved iskljudive o
stupnju filtracije u glomerulima, bolji je biljeg GF
u odnosu na serumeski kreatinin, Ovim radom

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br, 1-2, 1993,

#eljeli smo ispitati znataj odredivanja serumskog
cistatina C u skupini od 84 djeteta, dobnog raspo-
na od 1 mjesec do 14 godina. U svih ispitanika je
s pomocu klirensa Tehnecija DTPA izmjerena GF,
a u serumu odredena koncentracija eistating C i
kreatinina. Razina cistatina C odredena jo na
autematskem analizatoru Olympus AU 600 turbi-
dimetrijskom metodom na polistirenskim desti-
cama (reagens tvrthe DAKO A/S, Danska) Statiz-
titkn obrada rezultata uéinjena je s pomoéu Sig-
mastat i Excel programa, a koridteni su sljededi
testovi: opisna statistika, Pearsonova korelacija,
te ROC analiza dijagnostithe pouzdanosti (engl.
receiver operator curve), Raspon GF je bio od 60
do 145 ml'min. Vrijednosti cistatina C i kreatinina
snatajno su korelirale s GF (r_ . =066 r
=072, p<0,001). Nije nadena korelacija izmedu
dobi i cistatina C, dok su vrijednosti kreatinina
znafaino povezane s dobi (r=0,33, p<0,001). Dija-
gnosticka pouzdanost odredivanja GF, mjercna
kao povréina ispod ROC krivulje, bila je veéa za
cistatin C nego za kreatinin (0,751 i 0,613). Ovi

fd
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preliminarni rezultati upuduju na vainost odre-
divanja ciatatina C kao pouzdanog biljega u ranim
fazama poremedaja bubredne funkeije. Pozebno je
prikladan u pedijatriji jer zamjenjuje dosadasnje
metode odredivanja GF koje koriste 24-satnu
mokracu ili intravenoznu primjenu radioaktivnih
tvari

05/P2

CISTATIN C KAO MJERA
GLOMERULARNE FILTRACIJE

Cystatin C - Marker of the Glomerular
Filtration Rate

Mladina B, Safamunié f, Dujmov I, Iveljo N.

Odjel za medicinako-laboratorijsku dijagnostiku Klinitke
balnice Split, Split

Odredivanje endogenog Kreatinina u serumu i
odredivanje kreatinin klirensa koriste se koo ru-
tinski testovi za utvedivanje glomerularne Gltra-
cije. Poznato je da ovi testovi imaju kako fiziologka
tako i predanaliticka i analiticka ogranidenja. Za
cistatin C, protein male molekularne mase (13250
), tvrdi se da je bolji pokazatelj glomerularne
filtracije od kreatinin klirensa. Cistatin C se sin-
tetizira u svim stanicama 2 jezgrom, fltrira u
glomerulima 1 reapsorbira u proksimalnim tubu-
lima.

Cilj rada jo utvrditi u kojoy mjeri jo odredivanje
cistatina C pouzdaniji pokazatel) glomerularne
filtracije od odredivanjn endogenog kreatinina u
serumu i klirensa kreatinina. Cistatin C u serumu
odredivali smo imunonefelometrijskom metodom
{Behring), a kreatinin u serumu i u mokraéi meto-
dom po Jaffeu. Za kreatinin klirens utvrdili smo
raspon od 0,10 do 1,99 ml/sek, a za cistatin C od
0,57 do 7.0 mg/l. Dobiveni koeficijent korelacije
iznas =0, THIT.

Cistatin C mode biti dobra zamjenn za edredi-
vanje kreatinin klirensa, jer je prikladan za ispita-
nika, te analiticki pouzdan.

05/P3

ODREDIVANJE VRESTE PROTEINURIJE
ILI POJEDINACNIH BILJEGA
PROTEINURIJE?

Determination of the Type of Proteinuria
or Individual Markers of Proteinuria?

Matisi¢ D, Miloi M, Regi¢ D, Crorigéec .
Klhinieki gnvod o Inboratorijekn dijagnostiku Medicinshog
fakultets Sveadiligtn u Zagrebu 1 Klinitkog bolmitkeg contra

Lagroeb, Engreh

Glavni simptom balesti bubrega je proteinurja.
Donedavno s0 proteinur)ja progjenjivala prem:
stupnju proteinurije (odredivanje ukupnih prote-

E

HE |

ina) i vreti proteinurije (elektroforeza proteina u
mokradi na acetat eelulozi). Medutim, zbog nemo-
guénosti ranog otkrivanja proteinurije kao ni ja-
snog razlikovanja glomerulopatija i tubulopatija
dosadadnjim metodama predloiena je nova strate-
gija za iskljuéivanje i razlikovanje proteinurijn.

Naime, odredivanjem specifiénih biljega poje-
dinih dijelova nefrona, kao &to su albumin (biljeg
integriteta glomerulame membrane), imunoplo-
bulin G (biljeg selektivnosti glomerularne mem-
brane), te a -mikroglobulin (biljeg funkeije proksi-
malnog tubula) moguée je rano otkrivanje prote-
inurije kao i razlikovanje vrsta proteinurije.

Analizom 54 uzorka 24-zatne mokrade naprav-
ljena je usporedba izmedu odredivanja vrste pro-
teinurije i odredivanja pojedinih proteinskib bilje-
go nefrona.

Procjenom dobivenih rezultata dosadagnjim
metodama od 54 uzorka nadeno je 27 hizmologkih
proteinurija, 14 glomerularnih proteinurija, 1 tu-
bularna proteinurija 1 12 mijedanih proteinurija.
Medutim, procjenom rezultata dobivenih pojedi-
natnim odredivanjem biljoga protemurje nadeno
je da 5 od 27 uzoraka mokrace s fiziolodkom pro-
teinurijom ima povigene vrijednosti i albumina i
i ~-mikroglobulina,

Takoder su uefene 1 razlike u vrijednostima
albumina, ¢ -mikroglobulina i imunoglobulina G
kod glomerularnih i tubularnih proteinunjs odre-
denih elektroforezom na acetat-celulozi.

5 obzirom na ogjetljivost 1| speciflitnost nave-
denih biljega proteinurije predlodena nova stra-
tegijn trebala bi biti metoda izhora u programima
pretragivanjn zo iskljudivanje proteinurije to razli-
kovanje glomerulopatijo i tubulopatija.

&4

INCIDENTALNI 1 SIMPTOMATSKI
KARCINOM BUBREGA - ZNACAJ
KLINICKIH, HISTOPATOLOSKIH
PARAMETARA T PARAMETARA
STANICNOG CIKLUSA
Clinical, Histopathological and Flow
Cyviometrie Differences between Incidental
and Symptomatic Renal Cell Carcinomas

WEarevié B, *Ketudin £ "Petrovecks M, *Mlinac-
Lucifanié M, ‘Maruiié M, *Marekovié 2,
TRlindiks pavind 2a lnboratonjsku dijagnostikn Medicinskog
Takialtetn Sveutilidta u Eagreby | Klinithog holnithog centra
Lngrel, Lagreh, Taved 2a wrobagiin Medicinsheg fakulteta
Eveudilidta v fogrebu i Klmatkog boinitkeg cenira Eagrebk
“Udjel za uralogijp i patedognu Opde bolnice Karlovac, Knrlovee
Eavod o fimolegipn Medicinskog Fakulteta Sveatilifta u

Zagreba, Zagreh

Primjena ultrazvuka, CT 1 drugih dijagnostic-
kih tehnika omaoguéila je stkrivanje, osim simpto-
matakih, i incidentalnih karcinoma bubrega koji

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 15998,
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nisu bili pradeni specifitnim kliniékim simpto-
mima. Klinitki, histopatolodki parametri, te sta-
niéni ciklus i proliferacijskn aktivnost tumaorskih
stanica obradeni su u 63 bolesnika operiranih od
karcinoma bubrega u Opéaj bolnici Karlovac u
razdoblju od 1986, do 1996, U 23 (36,5%) balesnika
incidentalno je otkriven karcinom bubrega, ultra-
zvukom (20 bolesnika), uvrografijom (2 bolesnika)
i CT (1 bolesnik}, dok je u 40 bolesnika dijagnosti-
ciran simptomatski karcinom bubregn. Inciden-
talni karcinomi bubrega bili su manjeg promjera
(p<0,001), niteg histopatolodkog stupnja (p=0.022)
i duljeg ukupnog prezgivljenja (p=0,002). Histopa-
tologki stupanj, ploidni status i proliferacijska
aktivnost tumorskih stanica pokazali su se kano
dobar pojedinaéni prognostiéki pokazatelj (univa-
rijatna analiza), a gamo histolopatolodki stupanj
tumora prema multivarijatnoj analizi.

Prema posljednjim istraZivanjima 25-53% kar-
cinama bubrega dine incidentalni karcinomi bu-
brega, Je su li to rano otkriveni kareinomi bu-
brega ili novi manje zlodudan oblik ovih tumora?
Mokda ée daljnja istraZivanja otkriti ulogu inci-
dentalnih tumeora kao 1 najbolji pristup lijeéenja
ovih tumaora,

055

UCINAK REKOMBINANTNOG HUMANOG
ERITROPOETINA NA AGREGACLIU
TROMBOCITA U BOLESNIEA NA
HEMODIJALIZD

Effect of Hecombinant Human
Erithropoietin on the Aggregation of
Platelets in Hemodinlysis Patients

"Skaro Librenjak Lj, 'Paukovic Sekulié B,
Salamunié L

‘Klimikn za pnutarnfe balesti Klinitke bolmice Split, Split.
djel 2a medicinaho.laboratorijsky dijagnostika Klinitke
halnice Split, Splic

Rroniéno zatajenje bubrega oznaéava progre-
sivne 1 trajno propadanje nefrona $to dovedi do
zatajenjn svih bubrednih funkeija: ekskrecijske,
endokrine i metabolicke. Poremedene su funkeije
gotovo svih organa i organskih sustava, pa su tako
nazoéni i poremedaji u hemostazi dto se klinigki
ofituje pojaéanom sklonodéu krvarenju ili trom-
boi.

Otkrice gena za eritropeetin omogudilo je sin-
tezu rekombinantnog humaneg eritropoctina. Eri-

BIOCHEMIA MEDICA god. 5, br. 1-2, 1999,

tropoctin je glavni éimbenik u regulaciji eritro-
pocze, ali prema podacima brojnih istragivanja,
eritropoetin je i jedan od humoralnih éimbenika
koji pridonosi razvoju i doezrijevanju megakari-
ocita i osglobadanju novih metabolicki aktivnijih
trombocita,

Cilj rada bio je ispitati uéinak rekombinantnog
humanog eritropoctina kod 19 uremifnih bolesni-
ko na hemodijalizi tijekom prva dva tjedna lijede-
nja eritropostinom.

Odredivani su brojéana kencentracija trom-
bocita, progjeéni volumen trombocita (MPV), &-
rina distribucije trombocita (PDW) i agregacija
trambocita ADP-om i adrenalinom. Uséen je po-
rast brojéane Koncentracije trombocita, ali nije
rabiljeena statisticki znatajna razlika u ednozu
na vrijednosti prije lijeéenja eritropoetinom. Ta-
koder nisu zabiljefene promjenc MPV i PDW
(p=0,05), U testovima nakupljanja trombocita po
Bomu inducirane in vitro ADP-om i adrenalinom
nije bilo statisticki znadajne razlike u odgovoru
druge faze nakupljanja prije i nakon osmog odno-
sno  petnaestog dana lijefenja  eritropoetinom
(p0,05).

Dobiveni rezultati pokazuju da eritropoctin
kod nage skupine bolesnika u prva dva tjedna
lijefenja ne povedava agregabilnost trombocita niti
dovodi do povedanja brojéane koncentracije trom-
bocita, Ovi rezultati su sukladni s rezultatima
onih autora koji nisu uetili promjene agrega-
bilnosti trombocita u samom pocetku lijetenja
eritropoetingm,

05/P6

VRIJEDNOSTI UKUPNIH
GLIKOZAMINOGLIKANA U MOKRACI
OS0OBA S UROLITLIAZOM

Value of the Total Glycosaminoglycans

Excretion in the Urine of Renal Stone
Formers

Serié V.
Odjel e modicinsku bickemijo Klinktke bolnice Chsijek,
(eljulk

Glikozaminoglikani ili mukopolisaharidi su
spojevi gradem od jednostaenih #edera, amino-
fecera i uronskih kiselina, Karakterizira ih line-
arna makromolekula nastala povezivanjem neko-
like identiénih disaharidnih jcd|:r|ir_-u_ Clikozn-
minoglikani su najenstupljeniji w vezivnom tkivu

a5
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i shuznim tvarmma tijela. U bubrezima predatay-
ljaju osnovu sluznice mokradnog sustava, ali se
takoder nnlaze i ispod glomerularne membrane,
Bowmanove ¢ahure, tubularnih i peritubularnih
kapilara i arterisla. Molkracni mjehur prekrivon
je plotama glikokaliksa o kojima ghkozamino-
glikani ¢ine canovnu komponentu. Oni su odgo-
vorni za odriavanje elektronegativoosti povrdine
zhog savop visokop anionskog nabaja za koji su
odgovorne sulfatne skapine zhog kojeg imaju ulo-
gu i u procesu naokupljanjas u bubrefnim stani-
cama, Smanjena koncentracija glikozaminogli-
kana u mokraéi mofe odratavati njihov smanjeni
udie u glikokaliksu s posljedifnim smanjenjem
elektronegativiesti 1 smanjenjem funkcionalne
sposobnosti membrane uw zadtiti od infekcija i
prijefenju stvaranja knmenaca, Niske koncentra-
cije glikozaminoglikana povezuju se sa styaranjem
mokraénih kamenaca.

U ovom radu edredivona je koncentracyn uku-
poih ghikezaminoglikann u prvoj jutarnjol mokrad
20 osoba s bubreinim kamencima 1 200 zdravih
osoba koje nisu imale problema s bubreinim koo
m s balestima kostiju, kop su prodstavljah kon-
trolnu skupinu. Mokrota je centrifugirona nakon
fepn je koncentracijn ukupnih glikeeaminoglikann
odredena metodom s Karbazolom. Tzluéivanje ghi-
kozaminoglikana prikazano je u odnosu na kre-
atinin u mokrad. Koncentracija kreatinina mjere-
na je enzimatakom PAP metodom firme Bochrin-
ger Mannheim. Statisti¢ka analiza pokazuje sta-
tistifki znatajnu razliku izmedu ove dvije skupine,
Vrijednosti ghikozaminoglikana su znadajno nife
kod oesha s bubrefnim kamencima u sdnose na
kontrolnu skupinu (p<0,001), Rezultot potvrduju
da glikozaminoghkant igraju wlogu u stvaranju
kamenaca.

[ 3T i}

PROGNOSTICKI ZNACA) ODREDIVANJA
PHIP-A U NEKIM BOLESTIMA

Prognostic Significance of PINIP Determi-
nation in Some Maeases

Jagié V, lvankovid 8, Lazid¢ J, Dravinshi 2.
Lnved zn medicinsko=laboratorijsln dijagnostiln Opée
bednice “Svetd Duk®, Zagrob

Prokolagen IIT peptid (PHIP) je komponentno
vegivoog thiva, koja se moke padl u povidenim
koncentracijama o serumu  Eijekom  pojadane
aktivoosti fibroblasts | odlaganja kolagena u orga-

ngmu, Mjcgova koncentracija jo povisenn u svim
stanjimn pojadanog stvarmnja vezivnog tkiva, t.
olika. Uloga PINF u dyagnoz i progno jetremhb
balesti i poslyeaperacijskih ofiljakn jo vied potvr-
dona i dokazano jo da je ona u korelaciji 8 velifi-
nom | kvalitetom afiljlea.

U ispitivanju pluénih bolesnika ukljuéili smo
22 bolesnika 8 astmom koja je trajals dulje od 5
podina, 18 bolesnika s KOPB i 20 zdravih dava-
telja. Rezultati ispitivanja su pokazali da koncen-
tracija prokolagen 111 peptida u krvi bolesnika &
astmom bila 0,4120,17 U/ml, u boleanika s KOPB
0,35=0,12 WWml 1 0,7920,25 Wml, u kontrolnoe
gkupini,

Rezuliati tspitivania bolesnikn s akutnim in-
farktom miokarda pokazali su da postoji stati-
sticky znadajna razlika PITTP-a tzmedu akotne
faze i 14. § 42, dann nokon AIM, PIIFP 14 dana
nakan AIM je u pozitivion kerelacn s velifinom
imfnrkta, 42 dana nakon AIM  boleznici bez
simptoma imali su normalan PIIE dok je u 7
belesmika s postinfarktnom anginom  pektoris,
PHIP i dalje bio poviden uz normalan CK. Za-
kljutujemo da je PHIP dobar biljeg stvaranja
pestinfarkinog ofiljka i u debroj je kerelaciji &
vielifinom infarkts. Nasi rezultati su pokazali da
bi se mogao koristiti kao dobar pokazatelj fibrozi-
ranja miokarda 1 v sluéajevima kads enzimi u
serumu jod uvijek ne pokazuju njegove oftedenje.

U gkupim od 70 bolesmika lijedenih kroniénom
imtermitentnom homodijalizom, vrijednosti PITTIP-
n kretale su se od 1.4 do 11,5 U/ml. Unutar ove
gkupine bolesnika izdvojili smo 28 bolesmika kaji
su imali vede vrijednosti od 3,0 Ufml, U7 ovaoj izdvo-
jenoj skupini bolesnika u odnosu no precstalih 42
baleamika vrijpednosti ureje, Kreatining i urata bile
Fu viede, dto u lzviesnom smislu govorh o progno-
stickal vrjednnsti PIIIP-a u ovih bolesmika, U
gkupini balesnika kod kojih je dokazana prisut-
nost HBsAg i HBeAt vrijednosti PINP-a kretale
su se iznad referentnih granica, a u troje bolesni-
ka bile su kragnje visoke, Roncentracin prokola-
gen 111 peptida u serumu bila je odredivana
kompletom kemikalija RIA PHIP Behringwerke
AG. Natelo odredivanja temelji se na dvostupnom
pendvié pokusu.

Upotrijebljena protutijela su vrlo speafiénn za
PINIP. Eriina reakeija ovih protutijela s prote-
inima bazalne membrane je vrlo mala 1 ne utjede
na rezultate odredivanja PINP-u. Prednost sdreds-
vanys PHIF u serumu bolesnika jo Eto se serum
mate pohraniti na -20 *C, te jednokratnim odmr-
zavanjem serumn oedrediti koncentracya PIIP i
nakon dufeg vremenskog perioda.

BIOCHEMIA MEINCA god. 8, be 1-2, 1999,
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Nasa ispitivanja koncentracije PIIIP-a u nave-
dene tri bolesti pokazale su da je PIIP koristan
pokazatelj u ocjend stanja i prognoze ovih bolesti.

0518

CRP VRIJEDNOSTI KOD
PIJELONEFRITISA U DJECE

CRP Values in Pyclonephritis of Children

Pavela J, Fijaéko M, Cetina N, Seric V,
Wagner oJ.
Ondjel 2 medicinaku biokemiju Klinitke bolnice Osijek,
Ogijek

C-reaktivnd protein (CRP) jedan je od mnogih
ako ne i najosjetljiviji pozitivan protein akutne
faze, Danas je najpoznatiji laboratorijski para-
metar upale, &je je odredivanje uvedeno u svako-
dnevnu klinicku praksu. Indikacije za odredivanje
CRP su pretrazivanje upalnog stanja, razlikovanje
bakterijskih od virusnih infekeija, kontrola odge-
vora na antibiotsku terapiju i drugo.

Stoga je cilj ovog rada bio odrediti parametre
upale (CRP, SE-sedimentacija eritrocita, Lke-liroj
leukocita) u djece s pijelonefritisom. Pratilo se
kretanje ovih parametra u dvije totke na pofetku
bolesti i nakon primijenjene terapije. Ispitano je
33 djoce.

Vrijednosti CRP su odredene turbidimetrijski
. testovima firme Boehringer Mannheim. 5E je
odredena Seditainer sustavom firme Greiner, a
Lke su odredeni elektronskim brojafem stanica
Coulter STKS, Dobiveni podaci obradeni su Stu-
dentovim t-testom,

Srednjn vrijednost CRP na potetku bolesti
(CRP) iznosiln je 76,566 (13,2-172.4) mg/L 8a stan-
dardnom dovijacijorn (SD) 49,09, dok jo vrijednost
CRP nakon terapije (CRP,) iznosila 1,40 (0,1-4.0)
mg/L, a SD je 1,34,

Srednja vrijednost SE je iznosila 58,42 (15-25)
mm'h = SD 24,05, a SE, 17,12 (6-35) mm/h s SD 7,96
Srednja vrijednost Lke, je bila 19,19 (8,8-38,7)
*10%L & 5D 7,35 i Lke, 8,09 (5-16) x10%L s SD 2,38,

Nagi podaci pokazuju da postoji veliki rasap
vrijednosti CRP na poéetku bolesti, za razliku od
leukocita, dok nakon primjene terapije rasap vri-
jednosti CRP je najmanii. Rezultati pokazuju da
je CRP najpouzdaniji parametar uspjeha terapije
jer upravo kod CRP dolazi do jasnog anitenja ¢ak
do podrutja referentnih vrijednosti, dok leukociti
i sedimentacija takeder pokazuju tendenciju pada
vrijednosti, ali jo§ uvijek iznad referentnih vri-
jednosti.

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999
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UCINAK OKRATOKSINA-A NA APOPTOZU,
NEKROZU 1 RAZINU STANICNOG ATP-a U
RK 13 1 LLC-PK1 BUBREZNIM
STANICAMA

Effect of Ochratoxin-A on Apoplosis,
Neerosis and Cellular ATP Level in RK 13
and LLO-PK1 Renal Cells

iPetrik J, *Koszegi T, ‘Begonja A, 'Bilopaniovd
N Wuretic D, *Kellermayer M, 'Cepelak I,
wZanié-Grubisié T, \Pepelinjak 8.
Warmaceutsko-biokemijski fakaltet Svewdilidta u Zagrebuy,
Yaved za medicnsku bickemiju i hematologiju | Zaved 2
mikrobinlogiiu, Eagreh. Medicineki fakultet, Institut 2a
klimitks kemiju, Fecub, Madorska

Okratoksin A {T-karboksi-5-kloro-3,4-dihidro-8.
hidroksi-Z-metilizokumarin) je sckundarni meta-
bolit pojedinih vrsta plijesni roda Aspergillus,
Penicillium te Eurotium. Toksin je svjetski javnoe
zdravstveni problem, kontaminira hranu biljnog
i #ivotinjskog podrijetla te tako mofe ugrokavati
zdravlje 1judi i #Fvotinja. Okratoksin A djeluje kao
nefrotoksiéni, hepatotoksitni, genotoksiéni i kar-
cinogeni Einitelj, uplite se u mehanizam koagu-
lacije krvi, te djcluje imunosupresivao.

Cilj ovog rada je ispitati utinak okratoksina A
na staniénu smrt | koncentraciju ATP-a bududi da
predivljavanje stanica u znatnoj mjeri ovisi o
razint unutarstaniénog ATP-a. Morfolodka karak-
terizacija i odredivanje katalititke koncentracyje
laktat-dehidrogenaze poslufit ée za ispitivanje
nekrotitkih odnosno apoptotitkih promjena u kul-
tiviranim ze&jim i svinjskim bubreinim stanicama
{RK 13 i LLC-PK 1).

Uzgajali smo bubredne stanice u RPMI mediju
obogatenom s 10% fetalnim govedim serumom, na
37 °C i ux 5% CO, Stanice su zatim tretiranc
tijuekom 24 sata s okratoksinom A (2.5-25 prg/ml
medijal.

Poveéanjem koncentracije okratoksina A zna-
éajno se smanjuje broj Eivih RK 13 1 LLC-FK 1
stanica. Koncentracije OTA od 5 (g rezultiraju
smanjenjem broja RK-13 Zivih stanica na 60%, o
LLC-PK 1 smanjenjem na 8% prema odgova-
rajuéim kontrolnim uzorcima, #to ukazuje na vecu
osjetljivest LLC-PK 1 u odnosu na RK 13.

Apoptoza je kod LLC-PK 1 stanica prisutna u
vedo] mjeri (204 apoptotitke stanice na 1000 u
odnosu na 133 apoptotickih ked RK 13 stanica
takoder nn 1000 stanical.

a7
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U obje staniéne linije dodlo je do promjena
unutarstaniénog ATP-a, u RK 13 stanicama razina
ATP-a smanjuje se na 80%, a u LLC-PK | stanica-
ma poveéava na 146% u odnosu na kontrolu kod
koncentracije okratoksina A od 5 pg/ml medija.

LLC-PK 1 stanice pokazuju vede otpustanje
laktat-dehidrogenaze u medij pod djelovanjem
okratoksina A nego RK 13 stanice, Sto ukazuje na
veéu zastupljenost nekrotitkih promjena u LLC-
PRK 1 stanicama.

Sekcijsha tema: 06
Oksidansi i antioksidansi
Oxidants and Antioxidants

6P

VRIJEDNOSTI ANTI o-LDL PROTUTIJELA
I VITAMINA E U TRAUMATSKOM SOKU

Anti o-LDL Antibody and Vitamine Values
in Troumatic Shock

Granié¢ P, Loveié M, Zunié J, Zrinski-Topié R,
Stavljenié-Rukavina A
Klinitki zavod za laboratorijsko dijagnestiki Medicinskog
fakultetn Sweptilidta u Sagrebu i Klinktheg bolnidkog centra
Fapgreh, fagreb

Stanje troumatskog Soka dovodi do povecanja
koncentracije slobodnih radikala koji su odgovorni
za nastanak o0-LDL, o-LDL je imunogen, te imuni
sustav reagira stvaranjem protutijela (o-LAB).

Vitamin E je vrlo vadan za uklanjanje stetnog
utjecaja slobodnih radikala prekidajudi lanéanu
reakeiju lipidne peroksidacije. Medutim, pri oksi-
dacijskom stresu (traumatskom Soku) narugava se
ravnoteZa oksidansa/antioksidansa, pri demu so
antioksidansi iscrpljuju.

Cilj ovog rada je bio istraZiti promjene u Kon-
centraciji o-LAB i vitamina E kod bolesnika u
stanju traumatskog feka i njihovu medusobnu
povezanost. [spitivanja su naginjena kod 31 ranje-
nika neposredno po primitku u bolnieu, odnosno
prije potetka lijefenja, te kod 30 zdravih ispita-
nika,

Titar o-LAB-a je odreden komercijalnim testom
o-LAR ELISA, a vitamin E HPLC metodom.

Rezultati su pokazali da je titar protutijela
ranjenika za vide od 30% manji u odnosu na kon-
trolnu skupinu, Vitamin E je kod bolesnika u sta-
nju #oka bio manji za oke T0% u odnosu na kon-
trolnu skupinu,

Medutim, nema korelacije izmedu vrijednosti
o-LAB-n 1 vitamina E u traumatskom 2oku.

T

062

GLYCOPROTEIN EXTRACT OF EISENIA
FOETIDA AS ANTIOXIDANT

Prociséeni glikoprotein iz Eisenia foelida
koo antioksidans

WGrdiga M, *Popavié M, *Hrienjok T.

ivistan of Molecular Medicine, Rudijer Bogkovid Institule,
Fagreh. Dopartment of Biclogy, Faculty of Veterinary

Medicine, Engreb

Antioxidants defend the body from damage of
DMNA, proteins and lipids. These types of damages
are major contributors to aging and to the degen-
erative diseases such ag: cancer, cardiovasculor
digease, immune-system decline, brain dysfunc-
tion, and catarncts,

The glycoprotein extract of Eisenia foetida (G-
90} exhibited many byological functions: prolifera-
tive, adhesive, fibrinolytic and anticoagulative. An
effect of G-90 as an antioxidant was investigated
in cultured human fibroblasts and epithelial cells.
After treatment of the cells with H O, for 4 h, G-
90 completely recovered the cells and stimulated
their growth. Ascorbic acid, a known antioxidant,
recovered the growth of the cells to about 70%.
When cells were incubated with G-90 24 h before
treatment with H O, the exidative damage of the
cells did not eceur. Thus, G-90 had an apparent
protective effect on the toxicity of HO,. When
colls were incubated i the medium containing
both antiexidant (G-80) and H,O,, (-850 com-
pletely protected eells from oxidative damage and
stimulated their growth. With this function G-80
could have a role in wound healing and tissue
repair,

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br 1-2, 1893,
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Sekcijska tema: 07
Trombofilna stanja: laboratorijska dijagnostika i kontrola terapije
Thrombophilic Status: Laboratory Diagnosties and Therapy Control

07/P1

OSJETLJIVOST APC REZISTENCIJE U
OTKRIVANJU HETEROZIGOTA I
HOMOZIGOTA ZA F V LEIDEN

Sensitivity of APC Resistance in Detection
of Heterozygotes and Homozygotes for F V
Loeiden

‘Brkljagié¢ V, 'Zadro R, "Coen D,
‘Stavljenié-Rukaving A.

Ritmidhki aved zn laboratorijiku dijagnostiky Medicinskog
Fakultetn Sventilidtn w Zagrebw i Klinithog bolnitkog centra
Lapgred, Zogreb. "Centralni lnharator Klinlke za
traumatelogiju Medicinskog fokulteta Sveudilista o

Zagrebu, Zagreb

Vadan mehanizam u regulaciji aktivacijo zgru-
savanin je sustav proteina C, Komponente ovog
$ustava su protein C i njegov kofaktor protein S
koji proteoliticki imaktiviraju F V. i F VI,
Poremecaj u putu zgrugavanja proteing C éesto se
raspoznaje kao heterozigotni il; homozigotni rizik
za venske tromboze &iji su ugroc manjak proteina
C ili proteina S 111 slabi antikoagulacijski odgovor
na aktivirani protein C (APC registencija), 95%
APC rezistencije uzrokovano je totknstom muta-
cjom u genu za F V na polodaju 1691 (F V
Leiden), Ova mutacija prijedi proteoliticku inakti-
vaciju F V s aktiviranim proteinom C, Osnova za
molekularnu analizu F Y Leiden je laboratorijske
edredivanje APC rezistencije.

LI ispitivanje je hilo ukljutens 104 bolesnika s
abiteljskom ili idiopatskom trombozom. Svim bo-
lesnicima odreden je amjer APC/FV i F V Leiden.
“hog vedo osjetljivosti reagensa na FV y uzorku,
APC omjer odreden je uz dodatak F ¥ deficijentne
plazme koagulacijskom metodom s testovima tvrt-
ke Behring na instrumentu Behring Coagulation
Timer. F V Leiden odreden je tehnikom lanéane
reakeije polimeraze cije panjem umnofenih uloma-
ka restrikeijskim enzimom Hind I (Greengard,
Thromb Res 1995:80:441-3),

Analizom dobivenih rezultata kod B.4% (93)
bolesnika nadeni su omjer APC/F V 2,.3-4.1 i ne-
gativan F V Leiden; 8,6% (10) bolesnika nositelji
su PV Leiden ux omjer APC/ F V 1,3.2, 1. a jedan
balesnik je homozigot za F V Leiden uz dobiven
aomjer APC/F V 1.9,

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br 1-2, 1989,

S obzirom na nade ispitivanje nositelji F V
Leiden su bolesnici €iji je omjer APCF V < 2.1
Odredivanje APC rezistencije vakan je pokazatelj
trombaofilije u genetski uvjetavano venskej tram-
bozi,

09P2

UCESTALOST MUTACLIE 20210 G-A U
GENU ZA PROTROMBIN U POPULACLIT
BOLESNIKA S VENSKOM TROMBOZOM U
HRVATSKO,]

Prevalence of the Prothrombin 20210 (G-A
Gene Mutation Among Croatian Patients
with Venous Thromboembaolism

'Zadro R, *Coen D, *Honovic L, 'Banfié Lj,
‘Kaozulic M.

'Klinitki zavod 2o Inboratorijsku dijngnostiku Medicinskog
fakulteta Sveutilista u Eagreba i Klinidkog bolnitkog contra
Engreb, Zagreb, *Centralnd laboratory Klinike za
traumatalogyn Medicinskog fakultets Svendilista o
Zagrebia, Engrob. 'Contralni laboratorij Opde bolnice Puln,
Pula. “Guest Elchrom Scientifie, Cham, Bvicaraka

Mutacijn u genu za protrombin 20210 G=A,
uvratena nednvno medu rizidne éimbemke venske
tromboze, nadena je u priblitno 6% bolesnika s
tom boledéu. Laboratorijeka dijagnostika oveg
poremecaja osniva se iskljuéive na analizi DNA,
U ovom radu ispitana Je utestalost ove mutacije
medu 149 bolesnika s najmanje Jednom pojavem
venske tromboze (47 mugkaraca, 102 fona) te
skupini 48 zdravih ispitanika (12 muskaraca, 34
Fene),

Palimerazna lantana reakeija izvedena je pre-
ma Poort-u i sur. (Blood 1996:88:3698) 1= elektro-
foretsku detekeiju produkata na gelovima Spre-
adex (Guest Elchrom Scientific. Cha m, Svicarska).
Dodatno je u istim skupinama ispitanika izvriena
pretradivanje ostalih poznatih nasljednih § ste-
centh éimbenika rizika tromboze {lupus antiko-
agulant, FVIIL, FXII, antitrombin, protein C, pro-
tein 8, plazminogen, uk upni i slobodni protein 8,
APC rezistencija i FV Leiden), Medy svim ispita-
nicima pronaden je heterozigotni oblik FII 20210A
kod 7 bolesnika (4,7%) i 1 zdra vog ispitanika.
Izolirani nedostatak antitrombina (n=3), proteina
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Cin=5), proteina 8 (n=5) naden je kod 13 bolesni-
low (B, 7% ) Kod 14 od 149 bolesnika (9 4% naden
je FV Leiden (13 heterozigota, 1 homozigot). Kod
30 bolesnika (20%) nadene su visoke vrijednost
FVII {n=23), pozitivan lupus antikoagulant (n=5}
i smizena aktivoost FXIT in=2) kao jedini &imbeonik
rizika. Dodatno kod 2 bolesnika (1,3%) nadeno je
vige o 1 poremedéajn: heterozipotm oblici FII
202104 1 FV Leiden kod jednog bolesniks te FV
Leiden i nedostatak proteina C kod drupog bole-
gnikn. U zakljutku, ufostalost FI1 202104 pove-
cann je kod bolesnika s venskom trombozom i
ghtna je ved olpavlienim rezultatima. Dodatno na-
deni poremedaji u istoj skuping ispitanika podre-
savaju preporuku za gjelokupnem laboratoryskom
ﬂmdum kod svih bolesnika o gklonodéu trom-
Zl.

L

ANALIZA TROMBELASTOGRAMA (TEG) U
BOLESNIKA 8 DUBOKOM VENSKOM
TROMBOZOM (DVT)

Thrombeelastogram Analysis in Paticnis
with Deep Venous Thrombosis

Raic¢ B, Kopréina M, Stanéid V, Gadina P
Lavedl ga hematologiju, Klinikn za onutamje bolesti
Klinifke bolpice “Sestre miloarknice®, Eagreb

Duboka venska tromboza (DVT) te posljediéna
tromboembolija zhog svoje uéestalosti spadaju u
sam vrh medicinskih i biolegkih problema. Take
rezultati laboratorijskih analiza nisu edlutujud u
dijagnastici IWT-a, ajihove nadenje u prosudi-
vanju koagulabilnosti dedatni je pokazatelj koji
emoguéuje tumadenje tih sloZenih procesa, Toh
vrijedi osobite 2o analize koje daju uvid u ukupnu
koagulabilnost kao Sto je metoda trombelasto-
grafije (TEG),

Ispitivanjem je obuhvadeno 40 bolesnika; 26
#enog 1 14 muskoraca u dobi od 28-50 podina s
jasno izragenim znakovima DVT-a. Kod ispitanih
boleanika DVT nije bila posljedica malignih bo-
lesti,

TEG parametri odreduju pojedine faze meha-
nizma zgrudavanja i fibrinolize u uzorcima plazme
ispitanika odredivali smo “klasitne” 1 “matema-
titke™ TEG parametre.

“Klasiéni® TEG parametri: (broj bolesnika: 40}

“rimin.j “E i) “nen{
xeml L 211 T
= H3 ELUN B =052

G

“Matematitki TEG parametri (broj bolesnika:

ALk
rl 5" l:.. _Illlu _‘-1. ik ““!f :‘.1- ’l-l lm'll'
Amin)| Cremi fdmin| immb ety
i 18 438 33 1102 15 GRSE TDE 3543 187 % 000
sed B35 [4l G4 03 30 41 3 AT A6 0

%1 mjpereni TEG porametn
1** i rafunani TEG parometri

Na osnovi dobivenih rezultata TEG parame-

tora modemo sakljuéits:

1. 1 *klagiégmam” i “matematitkim® TEG parn-
metrima  procjenjujeme  hiperkoagulabil-
nost.

2. *Matematitki” TEG su u vedem postotku u
podrudiu hiperkoagulabilnosti (80-97 5%).

3. “Matematiéki” parametrn § 1 ted daju avid
u podrudje fibrinolize { 12.6).

4. “Matematitki” TEG parametri potpunije
ornaduju i mehanizam sgrudavania 1 fibri-
nolize v procient brombofiliga.

074

ODREBDIVANJE KONCENTRACLJE D-
DIMERA U TRAUMATIZIRANIH
BOLESNIKA

Determination of D-Dimers in Traumatic
Patients

Broniéd A, Coen I, Paveé M, Foran M.
Centralni laboratorij Klinike 2o trovmntologijo, Zagred

Troumatizirani bolesnicl spadaju u skupinu
bolesnika kod kojih festo dolazi do poremeéajn
ravnotede stvaranja hibrina tkoagulacyal 1 njegove
razgradnje (fibrinoliza). Razlog je ozljeda thiva
(aktivacijn puta zgrufavanja), mobiliziranje pro-
teina akutne faze | pad koncentracije Smbenika
neophednih za odriavanje ravonoteie koagulacija
/ fibrinoliza. Oko 20% traumatiziranih bolesnika
razvije duboku vensku trombozu,

Molekulami biljeri fibrinolize pogodni su za
otkrivanje hiperkoagulahilnosti i rizika nastanka
tromba, Ispitali emo B6 bolesnika, 36 muskaraca
i 50 Zena. Dob bolesnika bila je od 21 do 89 godina
(x - 551 Koncentracija D-dimera odredivana je
imunometrijski (sendvié tohnika), reflektomotrom
MyeoCard Reader 11

BIOUHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999,
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Od ukupnog broja bolesnika 40 je bilo s prije-
lomom bedrene kosti, 13 su bile opekline vede od
0% povréine tijela, prijelom potkoljenice imalo je
19 bolesnmika, a 14 je bilo politrauma, Pr dolasku
74% bolesnika ima povidene koncentracije D-di-
mera, Majvige koncentracije zabiljefene au u sku-
pini politraume (3,2 mg/L), slijede prijelom bedre-
nit kosti (2,968 me/L), prijelom potkoljenice (1,1 mg/
L} i opekline (0,6 mg/L).

Porast kencentracije D-dimera ukazuje na gna-
&nu aktivaciju procesa fibrinolize. Traumatizirani
bolesnici su visoko riziéna skupina bolesnika s
tendencijom razvitka tromboembolijske bolesti,
stoga je pracenje razine D-dimera korisno u pro-
gjemi progresije trombaofilije.

LUl &5

THE STUDY OF PLATELET AGGREGA-
TION PROFILES IN CD1 MICE

Agvegacijn trombocita
u CIV migeva

WGlojnarié 1, “Zadr K,

"PLIVA Resonreh [nstitute, Pharmacology Depariment,
fagreb. "Clinical Huspital Center, fagreb, University Sehool
ol Medicine, Clinienl Institute of Laborabory Dimgmusis,

Lagreh

In this study, we compared the effects of dif-
ferent agonists on platelet aggregation in mice, es-
tablishing the best procedures from blood sam-
pling to the aggregation shape interpretation.

The experiment was earried out on 14 male
and 16 female drug naive CD1 mice. The study
of aggregation profiles was performed in platelet-
rich plasma samples with 3 agonists: adenosine
diphosphate (ADF) 2 xM, ristocetin 1 mg/ml and
arachidonie acid 1.5 mM. The monitoring lasted
for 6 minutes. The results were expressed as o
percentage of aggregation relative to platelet poor
plasma.

The percentage of maximal aggregation in-
duced with 1.5 mM arachidenic acid ranged over
T9-88% in male mice and 79-100% in female mice.
The response to 1 mgfml ristocetin was 3-75% in
male mice and 12-79% in female mice, while with
2 pM ADP the maximal aggregations were 13-7T1%
in male mice and 46-80'% in female mice, Aggre-
gation with the various agents using 2 or 3
gamples from the same animal showed that the

RIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1993,

aggregation response to arachidonic acid was
greater than to the other agonists involved.

Obviously, induction of platelet nggregation
with 1.5 mM arachidonic acid gives the best re-
sponse in the CD1 mice population and can be
used as the primary aggregation agonist.

0976

DETERMINATION OF REFERENCE IN-
TERVALS FOR PROTHROMBIN TIME (PT)
AND ACTIVATED PARTIAL THROMBO-
PLASTIN TIME (APTT) IN CD1 MICE

Odredivanje referentnog intorvala za
proirombinsko vrijeme i aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme u CD mifeva

Glojnarié 1.

PLIVA Hesenrch Institute, Pharmocology Dopartment,
Aagrak

The aim of our gtudy was to determine the
reforence intervals for the two coagulation tests:
prothrombin time (PT) and activated partinl
thromboplastin time (APTT) in CD1 mice.

Reference sample group comprised 50 male
and 50 female drug naive CD1 mice. Measure-
ments were performed uging Behring coagulation
reagents, and the results were expressed as clot-
ting time in seconds. Collected values were parti-
tioned into subclasses according to sex and dis-
played graphically in histograms. Heference PT
values ranged from 7.0 to 18.2 see for female mice,
while for the male mice values ranged from 5.7
to 14.7 sec. The range of reference of AFTT val-
ues was 22.1 -45.1 gec for female mice and for
male mice it was 22.6-35.7 sec. The cocfficients of
variations were within the acceptable range (6.75-
1.08%). The histograms were visually inspected
for skewness, kurtosiz and bi- or poly- modality,
The outliers were identified and discarded, the
reference limits were caleulated (imean value =2
standard deviations) and, finally, the reference
intervals were defined.

The reference intervals determined were as
follows: for male CD1 mice, PT reference interval
was 6.9-9.1 sec; APTT reference imterval wos 21,6+
dd.6 see, For female CD1 mice PT reference in-
terval was 7.2-9.6 sec and APTT reference inter-
val was 22.1-31.9 sec.
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Posterska podsekcija: 08-1
Bolesti hematopoetskog sustava
Diseases of Hematopoetic System

08-1/P1

EVALUACLJA REZULTATA
DIFERENCIJALNE KRVNE SLIKE 1Z
KAPILARNE KRVI NA COULTER-
COUNTER S-PLUS JR

Evaluation of Resulis of Differential Analy-
sis of Capillary Blood on Coulter-Counter
S-Plus Jr.

Getaldié B, Rai¢ B, Stanié¢ V. Kopréina M.

Zaved ra hematologiju, Klindka a unutarmje bolesti
Kliwitke balnice “Sestre milasrdnice”, Bagreb

La kapilarng krv, koja je éeatt uzorak u hema-
tolofkom laboratoriju, nema pedatakn o procjeni
pouzdanosti diferencijalne krvne slike uéinjene na
Coulterovim automatskim analizatorima,

Referentnn metoda za usporedbue rezultata
manualnovizualnom metodom 1 automatskim
analizatorom je H-20-T protokol koji je prihvatio
.5, NCCLS i NCSLH. Cilj nafeg rada bio je
izpitati pouzdanost rezultata klasifikacije leuko-
cita dobivenih na Coulter-ovom analizatoru iz
uzorka kapilarne krvi. Uzorei kapilarne krvi bili
su od dvije skupine ispitanika n) zdravih - bez
oznaka na nalazu diferencijalne krvone slike (N
=50), b) balesnika Zavoda za hematalogiju (N=50),

Uzorke smo analizirali na analizatoru (srednja
vrijednosti tri odredivanja) i vizualno/'manualnom
metodom (srednjo vrijednost 4 nezavisna diferen-
ciranjal. Dobivene rezultate klasificirali smo pre-
ma protokolu H-20-T koji odreduje preciznost
brojaca, Rezultati nadeg ispitivanja pokazali su da
Je: postotak slaganja mormalnih rexzultata Al =
B2%, lagno normalni FN = 4% 1 laino abnormalnih
FA=14%. Recficijent korelacije za pranulocite
vizualno'manualnom metodom 1 analizatorom
r=0, 928, zn limfocite r=0,980 i 20 mononuklearne
stanice r=-0,154. 1z rezuliata moZomo zakljuditi:

1. da su nalaxi diferencijalne krvne slike udi-
njene iz urorka kapilarne kv na Coultero-
vom analizatoru 5- Plus JR u potpunosti
prihvatljivi ukolike nema oznaka sumnje,

2, da postoji prihvatljiva korelacija postotka
limfocita i granulocita

62

3. da je znakovito poviden broj nalaza s laino
povidenim vrijednostima mononuklearnih
stanica.

4. da je svaki uzorak s oznakom sumnje po-
trebno mikroskopski provieriti.

08-1/P2

RAZLIKE U PARAMETRIMA KRVNE
SLIKE PRI ODREDIVANJU IZ
MICROTAINERA I VACUTAINERA U
RUTINSKOM RADU

Differences in Parameters of Blood Count
During Microtainer and Vacutainer Rou-
tine Determinations

Kardum A, Maravie A

Medicinako-biokemijeki laboratorij A, Kordum i A, Maravié,
Valpave

Metodom sluéajnog odabira uzeli smo od 95
razliditih bolesnika uzorke i venske i periferne
krvi koristedi pritom zatvoreni zustav Beeton
Dickingson, i to vacutainer od 3 ml K EDTA za
vepsku i microtniner s EDTA za perifernu krv,

Uzorci su uzeti za odredivanje krvne slike i
analizirani su zajedno 8 ostalim uwzorcima topa
dana. Analizu amo radili na osamparametarskom
hematoledkom brojadu Coulter AcTS. Svaki uzo-
rak analiziran je u duplikatu, a parametri izrateni
koo srodnja vrijodnost,

Cilj nasega rada bio je odrediti i prikazati od-
stupanje pojedinih parametara krvne slike azete
. microtainer od istih parametara iz venskog
uzorka.

Zn svaki parametar smo odredili postotak od-
stupanja i njegovu apsolutnu vrijednost te mini-
malnu, maksimalnu i srednju vrijednost apsoluine
vrijednosti odstupanja, Graficki smo prikazali
odnos pojedinacnih parametara dobivenih odre-
divanjem iz microtainera i vacutainera, a odstu-
panja smo prikazali preko histograma uéestalosti
odstupanja po parametrima,

Srednja vrijednost apsolutne vrijednosti od-
stupnnja za leukocite iznosila je 4,87 za eritrocite
4,07; za hemoglobin 4,35; z2a hematokrit 4,03 1 za
trombocite 3,98%. Prosjeéno odstupanje eritro-
citnih kKonstanti iznosilo je 0,95%.

BIOCHEMIA MEIMNCA god. 8, b 1-2, 1983,
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Zbog dokazanih razlika preporutamo da se na
nalaz navede vrata uzorka ili da se krvna slika
zbog Sto tofnijeg pradenja parametara kod istog
bolegnika uvijek uzme na isti nadin,

08-1/P3

[ZOENZIMI LDH U INFEKCIOZNO.]
MONONUKLEOZI

LDH Isoenzymes in Infective
Mononucleosis

Tadijanovié M, Paundak N,

Binkendjehi Inborator]] Opée bolnice “Dr dasip Bentevie®,
Slavanski Brod

Infekciozna mononukleoza (IM) akutna je i
najeedée benigna balest uzrokovana Epstein-Bar-
rovim virusom iz roda Herpes. Bolest se ofituje
serolodkim promjenama: povecane su vrijednosti
mononuklearnih staniea u 90% slutajeva, aktiv-
nost AST u 70% sluéajeva i LDH vrijednosti u
100% sluéajeva. Glavni izoenzims LDH 1, 21 3
povetavaju viijednosti ukupnog LDH, dok se samo
u 0% sludajova mode nadi povisena LDHS frak.
cija (jetrena ),

Broj mononuklearnih staniea u krvi normalizira
se u svih bolesnika nakon 5 tjedana, vrijednosti AST
nakon 10 tjedana, a vrijednosti LDH 1, 21 3 rasle
5 1 nakon 14 mjeseci od pajave prvih simptoma

Rezultati pokazuju da je utjecaj jetre na pove-
canje vrijednost: slab i kratkotrajan, Proliferacijn
himfoidnih stanica thiva vjerojatno je odgoverna zn
glavno poveéanje LDH vrijednosti kroz du#i period.

Odredivanje izoenzima LDH i AST pruza nam
korisnu informaciju o patolotkim procesima u thivu
jer je osobito vaino kelike se dugo shiva proliferacija
limfoidnih  stanica uw tkivu u bolesnicima  sa
seropozitiviem IM. Na taj naéin Stedimo balesnilka,
jer ne modemo stalno wrimati biopticki materijal

Praktiéno znadenje rezultatn ofituje se 4 tome
sto je odredivanje izoenzima LDH test kaji jo os-
Jetliiv dugi period nego AST test. Kako jo pove-
canje LDH karakteristitnoe za nekomplicirane
sludajove, potrobno je kontralirati bolesnike u ko-
jih se povedava LDH vrijednosti,

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br 1-2, 999,
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VRIJEDNOST ODREDIVANJA FERITINA
U PROCJENI AKTIVNOSTI NEKIH
AUTOIMUNIH BOLESTI POVEZANIH 8
ANEMIJOM
Role of Ferritine Determination in Evalua-
tion of Activity of some Autoimune Dis-
cases Associnted with Anemia

'‘Romié Z, 'Morovié-Vergles J, *Poljak-Blasi M,
‘Petrovecki M.
"Centralnd laboratorij Klinitke balnice Dubrava, Zagreb. Tnatitut
Ruder Bodkowié, Eavod xa molekularn medicina, fagreb

Feritin nastaje u jetri poticajem razligitih
interlenking (1L-1, IL-6, IL-11} i leukemija inhibi-
rajuceg éimbenika. Koo i C-reaktivni protein
(CRP) pripada skupini proteina akutne faze upale.
U radovima je opisano da feritin ima razligito
bialozko djelovanje pa je tako poznato da inhibira
stvaranje E-rozeta, smanjuje mopuénost fago-
citoze granulecita 1 inhibira stvaranje protutijela
u B-limfacitima. Feritin je ujedno i vaian &im-
benik regulacije granulomijelopoeze. Feritin sa-
drii i prencsi #eljezo koje, medu ostalim, kata-
lizira stvaranje toksiénih hidroksilnih radikala,

£boyg navedenog djelovanja pavedans stvaranje
feritina moke uzrokovati oSteéenje tkiva u bole-
snika s auteimunim bolestima. U ovom smo pilot-
istradivanju uprave kod takvih bolesnika s doka-
zanom aktivnodéu bolesti § anemijom tipidnom za
kroniénu  bolest mjerili konectraciju feritina,
transforinag, slobodnog 2eljeza | TIBC.

lstraZivanje je obuhvatilo 4 bolesnika s nefri-
tisom (sedimentacija eritrocita, SE 836 mm/h,
Erc 3,3-3, 4x10%L, Hb 93-108 /L, Het 0,28-0,31 L/
L; CRP negativni), 5 boleanika # reumatoi dnim ar
tritigom (SE 35-83 mm/lh, Erc 3,3-4. 7x10'%L, Hb
102-120 gL, Het 0,28-0,36 L/L, CRP pozitivoi) | 3
bolesnika s reaktivnim artritisom (SE 60-105 mm/
th, Ere 3,8-4,7x10'%L, Hb 118-136 w'L, Het 0,35-
0.4 L/L; CRP pozitivni). Koncentracija feritina je
u bolesnika s nefritisom iznosila 100-126 jug/'L (Fe
3-8, pmol/L, TIBC 60-69 pmolL, transferin 1,7-2
gL, o u bolesnika s reumatoidnim arteitisom 59-
340 jeg/L {Fe 5,2-12 pymol/L, TIBC 45-62 ymal/L,
transferin 1,2-1,7 g/L), o u bolesnika s reaktivnim
artritisom 316-511 ng/L (Fe 56-15.6 pmol/L, TIBC
60-75 pmol/L, transferin 1,3-2.1 g/L),

Razina feritina u serumu nije povigena u bo-
lesnika s nefropatijom, ali su vede vrijednosti pro-
nadene u bolesnika & reumatoidnim i reaktivoim
artritisom. Usto, pronadena je razmjorna pove-
zanost razine feritinn § bizine sedimentacije erj-
trocita. U kasnijim ponavljanim mjerenjima kon-
centracijn feritina bila je nizs uz istodobno gmi-
rivanje bolesti nakon zapofetog lijedenja, Sto uka-
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guje da bi ge feritin mogao upotrijebiti kao biljeg
#n pracenje tijeka kroniénib autoimunih bolesti
povezanih # anemijom.

08-1/P5

ZNACA) IMUNOFENOTIPIZACLJE U
POTVRDI B-KRONICNE LIMFOCITNE
LEUREMIJE (B-CLL) PANELOM
PREPORUCENIH MONOKLONALNIH
PROTUTIJELA
Flow Cytometric Immunophenotyping in
B-Chronic Lymphocytic Leukemia (B-CLL)
Importance of Becommended Panel of
Monoclonal Antibodies (MoAbs)

Kardum MM, 'Siftar Z, '‘Nazer A, *Kardum-
Skelin I, *Saksié 0, *Maric-Besié K, *Jaksic B.
Baved ga klinitka kemijn Klinitke bolnice “Markur®,
Zagreb, "Kliniks za unutarnie bolesth Medicinskog Takultots
Sveutilidta u Lagreba i Klinidke bolniee "Merkur®, Zagreb

Koristeéi specifitna monoklonska protutijela
usmjerena na odgovarajuée staméne povréinske
antigene, metodom imunofenotipizacije dokazuje
se pripadnost hematopoetskih stanien nekoj od
staniénih linija vz otkrivanje prisutnosti/odsut-
nostl pajedinih povrdinskih antigena razlikujué
tako normalne od maligno promijenjenih stanica.
Imunofenstipizacijska potvrda kliniéki utvrdene
dijagnoze B-kKroniéne limfocitne loukemije (B-
CLL) metodom protoéne citometrije podrazo-
mijeva potvrdu visokog izraZaja biljega CDS na B-
limfocitima (CD5+/B-ly) uz monoklonski izraZaj
lakih lanaca imunoglobulina ix ili 1) § snainue po-
zitivnost aktivacijskog biljega B-limfocita CD23.

Cilj istraivanja bio je utvrditi dostatnost pre-
parucenog panela (American Society of Hematol-
oy, Working proup on Chronie Lymphocyiie Lenu-
kemia and Myoloma) speaifiénih monoklenskih
protutijela u imunofenotipizacijskoj potvrdi B-
CLL. Ispitivani panel obubhvacdao je sljedeéa protu-
tijela: CDI9, CD20, CDG, CD23, te specifitnn mo-
noklonska protutijela na lake lance (& ili ) uz
dodatak biljega CD22, CD24 i HLA IVDR. Analiza
jo uginjena no ukupno 238 uzoraka periferne krvi
(PK} i kodtane srii (KS) bolesnika s klinifki
potvrdenom dijagnozom B-CLL (108 bolesmika; 52

£ | 56 m progjedéne dobi 62,5 g). Izrataji staniénih
povriingkih hiljega (CD)Y na uzorcima PK i KS
prikazani su kao srodnje vrijednosti (X) dobivenih
pozitivoosti (& postocima, %) 1 navedeni w tablic,
lako primarni pancl preporutuje upotrebu
monoklonskih protutijela na B-staniéne antigene
CD1% inli CD20, zakljutujemo da je u nedostatku
istih u ispitivani panel moguée ukljuciti § CD24,
odnosno HLA VDR radi visoke pozitivnosti i
usporedivosts nyihovih izraZaja u razli&Etim tumor
skim odjeljcima (&S § PK). Pozitivan izrazaj bhilje-
ga CDS+B-ly vedi jo 1 snainifi ukolike se odreduje
uz biljeg CD20, dok slab izrazaj biljega CD22 pe
opravdava njegovu primjenu u sluéajevima B-
CLL. Velitine ispitivanih leukemijskih populacija
(%) koo i izrazagp svakog pojodines staniénog povr-
finskog biljega u razliditim =u tumorskim odjelj-
cima (PK i K5} u potpunosti usporedivi u dobi-
venim srednjim vrijednostima izradaja. Inke je
njihova poritivoost jaéa 1 izrafenijn u uzorcima KS
no u uzarcima PE, ajihovi viseki izraZaji mogli bi
ukazivati nn destatnost imunofenotipizacije peri-
ferne krvi u rulingke) dijagnostici B-CLL kao
lakde dostupnog materijala za uzorkovanje.

08-1/P6

ZNACAT STANICNOG MEMEBRANSKOG
BILJEGA AKTIVACLJE CD23 (mCID23) 1
NJEGOVOG TOPLJIVOG OBLIKA (sCD23)
U B-KRONICNO.J LIMFOCITNG.]
LEUKEMIJI (B-CLL)

The Correlation of the Membrane activa-
tion Antigen CI) 23 (mCD23) Expression
and its Soluble Form (sCD23) in B-Chronic
Lymphocytic Leukemin (B-CLL)

‘Kardum MM, 'Sifiar 2, ‘Nazor A, 3akiic 0,
‘Kudee R, “Saksic¢ B,
Wavod za klinithu kemiju KHnitke bolnice “Merkir®,
agreh, fHKlinika za unustarnfe bolesti Medicinskog fkultota

Sveutilidtn v Fagrebu § Klinidks bolnies “Merkur”, Bagrob

Membranski biljeg  aktivacije B-limfocita
CD23, imCD23), sudjeluje u prijenosu i oblikova-
nju gignala neophodnih u procesu njihove diferen-
cijacije upravljajuéi 1 npihovim rastom, Proteoli-
tickom razgradnjom mCD23 nestaje s membrane
B-limfocita, oslobada se u serum uz nastajanje
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predukta razgradnje - topljiveg oblika CD23
(sCDE3) Povidene vrijjednosts sCD2S uedene su u
serumima oholjelih od B-CLL neposredno naken
postavijanja dijagnoze, odnosno u razdoblju kada
je bolest klimicki aktivna.

Cilj rada bio je otkriti 1 proufiti meduovisnost
mCD23 i njegovog solubilnog oblika sCD23 & bo-
lesnika & B-CLL, Imunofenotipizacijom B-leuke-
mijskih stanica od 145 oboljela od B-CLL (66 2/
78 m; progfedne dobi 61 goding) izdvojena su 43 s
pozitivoim  imunofenotipizacijskim  izrafajem
mCD23 (220%) i nakon terapijskog tretmana, te
neuchicéajenom klinickom slikom B-CLL u soru-
mima kojih gu edredene vrijednosts sCD23 (CD23
ELISA Kit, SEROTEC, England). Pozitivna vise-
struka regresijska analiza uz mCD23 kas ovianom
velifinom, osim sCD23, obuhvatila je sljedeée
igpitivane varipable: af klinigke (dob, velidinu uku-
pne tumorske mase, velifinu limfnog évora, kli-
nitki utvrdene stadije bolesti prema Rai @ Binet-
u, apsolutni broj leukocita i limfocita u trenu
urorkovanga, 1 b imunofenotipzacyske Ozragaje
stamiémh povréinskih biljegn CD¥ 19, CD20 1 CDS
na B-limfocitima (CD5+B) Dobiveni koeficijent
korelacije | razine vierojatnosti (uz koeficijent po-
sitivne korelacije r=+1,00 i statistiéhn snadafnost
Pl 050) prikazani su u tablici.

Kno ovisna velitina, mCD23 ne pokazuje sta-
tisticki znatagnu povezanost sa sCD2S, kKao mitd s
jedmim  klinitkim parametrom, osim graniéne
stanisticke znacajnosti & velidinom limfnog Evora,
lerainj biljega mCDES ovisan je 1 slijedi porast
igrataja drugth biljega na B-leukemijskim sta-
nicama (CD19, CD20, CDS+/H) 2o ukazuje do je
mCD23 hiljeg noveaktiviramh, “dugefivudéih™ B-
leukemijskih stanica u B-CLL, Uséene visoke
koncentracije sCD23 u svih ispitivanih uzorakn
nojvjerajatnije su posljedicn povetane razgradnje
membranskog oblika ovog biljega u B-CLL, &to b
ukazivalo na moguéi obrnuto razmjeran odnos
medu njima. Stoga je neophodno sCD23 dovesti
u sveru 8 klinickim karakteristikama B-CLL i
IstraEit njegov moguch nacay 1 ulogu kKao pro-
pnostiékog faktora koji bi mogao ukazivati nn
raspadjele 1 veliting tumorske mase u progresiji
ovig oblika B-limfoproliferacijeke bolestd,

08-1P7

EVALUATION OF THE QBC"AUTOREAD
CENTRIFUGAL HEMATOLOGY SYSTEM

Procjena QBCE-autoread
centrifugalnog hematoloikog sustava

Slavee B, Uildar N

Dopartment of Laboratory [Magnestics, University
Children’s Hoapital Ljubljona, Slevenin

The QBC* Autoread (Becton Dickinson) is a
centrifugal hematology system which uses a quan-
titative buffy coat analysis of a centrifuged blood
specimens for determinations of the nine most im-
pertant parameters of the red and white blood
cells; hemoglobin (Hgbl, hematocrit (Het), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC),
total white cell count (WBC), granulocytes (Gr) in
abzolute value and %, lvmphocytes’monocytes (LS
M) in abgolute value and %, as well as platelets
(PTLS).

The aim of this study was to compare the ac-
curacy of the complete blood cell count results ob-
tained on the QBC® Autoresd wsing its modified
capillary system and improved operation with a
reference method. Sixty-two blood tests were per-
formed on both systems, Linear represzion curves
revealed good correlation between the two meth-
ods for all the parameters studied (Hgb: B=09283
. Het: B=0.977, WBC: B=0.965, % Gr: R=0.958 %:
LM R=0.932, PTLS: R=0.903). If the results were
outside the manufacturer’s limits for acouracy or
if the buffy coat or granulocyte layers were un-
readable, o second blood specimen would need to
be confirmed by another methed. Non readability
eould be related to microeytosis and hypochromia
and hence point to pessible cases of congenital or
pequired hemoglobinopathy,

Our evaluation showed that QBC* Autoread
centrifugal hematology system, already after a
brief training period, allows a fast and inexpen-
sive determination of the most important hema-
tological parameters with a remarkably high pre-
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cigion. Good relationship between cost, perfor-
mance together with the volume of blood (70l
needed for analysis predestinates this system for
use by private doctors and ig a very effective
means to achieve better patient care at the Point
of Care hematology testing.

05-1/1P'8

ZNACAI ENDOTELINA U RAZLICITIM
STUPNJEVIMA DEKOMPENZACLIE
BOLESNIKA S ALKOHOLNOM CIROZOM
JETRE

Endothelin in Various Degrees of Aleoholie
Liver Cirrhosis Patients

Antoljak N, Peran N, Topié E.

Klimifki tnvod eo kemijn Medicinshop fukeltern Sveudtlidin
i Zogrebo | Klinidke bolmice “Sestre milosndniee”, Zagrob

Endotelin (ET) je snazan vazokonstrikenski
peptid koji sadri 21 aminokiselinu. Sintetizirn se
1 izluéuje iz ondotelijskih stanica w abhku pre-
proendoteling, nakon éega nastaje intermedijarni
produkt, veliki endotelin, Najsnaéajnij je uéinnk
endotelina na  kardiovaskulornu 1 bubreinu
funkeiju. Povidenje razine ET | sapadeno je u nizy
bolesti povezanih & poremedajem sistemske cir-
kulacije, posebice u bolesnika 5 alkoholnom ciro-
rom jetre (ALC)

Cilj rada je bio odrediti znadaj mjerenja ET 1
u blaze i tete dekompenziranih bolesnika s alko-
holnom cirozom jetre.

ET 1 je mjeren u plazmi 42 sdrava dobrovoljca
i 28 bolesnika s dekompenziranom alkoholnom
cirozom jetre. Bolesnict su ukljudeni na osnovu
biokemijskih 1 kliniékih kriterijn. Bazina ET 1
mjerena je 5 pomocu ELISA ET 1-21 testa (Bio-
medica, Graz, Austria) s progom osgjetljivosti 0,05
pmoll. Statistiéka analiza véinjena je 5 pomodu
Sigmastat Jendel 1 Excel kompjutorskog progra-
ma. Kazlike izmedu podskupina testirane su Stu-
dentovim t-testom ili Mann-Whitnevevim testom,
korelacije izmedu biokemijskih pokazatelja 1 ET
| 5 pomoéu Pearsonovog koeficijenta korelacije, a
kliniéka pouzdanost ROC analizom.

Razine ET | su bile znaéajno vige u skupini ba-
lesnika nego u zdrovih ispitanika (ciroze 0,6,
ranspon 0,4-0495; ve. sdravi ispitanici 0,1, raspon
0, 10,6 pmol1, p<0,000) Enaéajnn korelacn nade-
na e emoda stupngs dekompenzacije (temeljene
na Child-Pughovoy klasifikaciji) 1 ET | vrijednosti.
Razine ET | su znaéajno vise u bolesmika skupine
Chald C nego u shupini B (p=0,0003}, Razine ET
I bile su vide u bolesnika & prisutnim ascitesom,
no ta razlika nije statistiéki snaéajna.

Kliniéka pouzdanost ET | je vrlo vizoka u bo-
lesnika s alkeholnom cirogom jeire (r=0,912), tako
da mode bith koristan biljeg razvijenih vaskularnih
promjena 1 cirkulacijskog poremedaja u tih bo-
lesnika.

Posterska podsekeija: 08-2
Bolesti jetre
Liver Diseases

0&-2/P1

PNEUMOTORAKS, BOLEST JETRE,
ATOPLJA, ASTMA | EMFIZEM PLUCA U
BOLESNIEA S MANJROM ALFA
IFANTITRIPSINA
Pneumothorax, Liver Disease, Atopis,
Asthma and Pulmonary Emphysema in
Patients With Alpha-1-Antitrypsin Defi-
cleney

Dodig S, "Zivtié J, '"Raos M, 'Bela Klancir S,

Funtar I, *Teiija A, *Topié E.
Gparijalng balnica za bolesti didnng saatava djece | mladeds, Lagreb.
"Klimidki zavd ra kemiju Medwirskog [akuliels Sveudilidta u
Fogrel i Kliniths balnice “Seitre mbsrdnece”, Eagreh

Alfa-l-antitripsin (a-1-AT§ je ghkoprotein kojog
stvaraju hepatociti 1 u manjoj mjeri alveolarni
makrofagr. Dieluje kao izvanstaniéni inhibitor

6

proteaza, prvenstveno neutrofilne elastaze, ali i
drigh serinskilh proteaza koje mogu potjecati iz
leukocita, alveolarmih maokrofaga 1 mikroorga-
mizam. a-1-AT maktivira proteoliticku aktivnost
proteaza. U nedostatku antiproteaza proteoliticéki
enzimi izazivaju leziju elostinskih vlakona te tako
unmiatavaju alveolarne membrane,

Prikanzana su dva bolesnika 3 nedostatkom -
1-AT. Kod prvog bolesnika, 4=-godidnje djevopéice,
bolest s¢ u tijeku akutne respiracijske infokcije
pfitovala masivnim pneumotoraksom desno, Ele-
kiroforezom je ustanovljen manjok alfn-1-globu-
lingke frakege bjelandéevina, o koncentracijn a-1-
AT u serumu iznosila je 0,53 gL, Fenotipizacijom
i genotipizacijom dokazana je u djevojfice vari-
janta PiZZ, a u reditelja § mladega brata varijanta
PiMZ, Utvrdene su i povedane kataliticke koncen-
tracije aminotransferaza i kolinesteraze, dto uka-

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1999,
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zuje na bolest jetre. Drugi boleanik je bio s
koncentracijom o-1-AT od 0,50 g/L (fenotipizacija
i genotipizacija nisu uéinjene jer bolesnik - pro-
gnanik nije zbog rata dodas na obradu). Buduéi
da su i ostali €lanovi obitelji imali smanjenu
kolidinu e-1-AT, moglo bi se zakljuditi da se radi
o jednoj od nasljednih varijanti nedostatka o-1-AT
Holesnik je istodobno imao atopijske bolesti, pe-
ludnu hunjavicn i astmu.

08-2p2

CINK I CINK-VEZUJUCI ENZIMI
TIJEKOM RANOG PERIODA
KOMPENZACLISKOG RASTA JETRE

Zine and Zine-Binding Enzymes During
Early Period of Compensatory Liver
Growth

'Domitrovié R, 'Milin ¢, Verbanae D,
"Stasid-Raododeric B,

Favod 2o kemiju § blakemiju Medicinskog fakultota
Sveutilidta u Hijeci, Ripeka, "Miva, Istragivadki institut.
Lngrob, Laved s fiziologiju i imunolngiju Medicimskog

fakultets Sviulilidta u Rijed, Rijoka

Kompenzacijski rast jetre je stroge kontroliran
proces proliferacije  parenhimskih i neparen-
himskih stanica. Nastaje kao odgovor na razli¢ita
odtecenja thiva jetre, okljuéujud i parcijalnu he-
patektomiju. Kempenzacijski rast jotre predloden
je kao model za proudavanje proliferacije, procesa
5 kojim se na osobit nafin susrefemo kod rasta
tumars.

U pokusu su korifteni mugjaci Balb-c migeva
starosti 2,5-3,5 mjesecn. Migovi su Zrivovani 24
48 sati (rani period kompenzacijskog rasta) naukon
V3 parcijalne hepatektomije, ednosno lazne he-
patoktomije (kontrolna skupinal. U plazmi, jetri,
timusu, slezeni, bubregu i miSidu odredena jie
koncentracija cinka, a u jetri katalititka koncen-
tracija alkalne fosfataze 1 5-nuklestidaze.

Cink je, preko brajnih enzima i metaloproteina,
ukljuéen u procese rasta i razvoja, U ranom pe-
riodu kempenzacijskog rasta jetre kod mideva do-
lazi do “pomaka” cinka iz plazme u jotru, Sma-
njenje koncentracije cinka u plazmi je majviece
nakon 48 sati, a prati ga porast koncentracije
cinka u jetri. Porast koncentracije cinka u timusy
najvedi je 24 sata nakon parcijalne hepatektomije.
Navedene promjene nisu opazene u slezeni, bu-
bregu 1 midicu. Koncentracija cinka odredena je s
pomodu ICP spektrometra.

Katalititka koncentracija alkalne fosfataze i 5-
nukleotidaze u jetri mijenja se tijekom ranog pe-
rioda rasta jetre sukladno porastu koncentracije
cinka u jetri, Alkalna fosfataza katalizira veliki
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broj hidrolitickih i fosforilacijskih reakeija. Nje-
zina je kataliticka koncentracija u jetri povedana
48 sati nakon parcijalne hepatektomije. Navedeni
porast smatra se preenstvene posljedicom uklju-
cenosti ovog enzima u pretvorbu fosforilkolina u
kolin te ekskreciju kolina u #ug, proces kaji je
pojagan tijekom kompenzacijskog rasta jotre.

Kataliticka koncentracija alkalne fosfataze od-
redena je u postmitohondrijako) frakeiji korigte-
njem standardnog testa prema Bowersu i Me-
Combu,

U organizmu 5-nukleatidaza sudjeluje prven-
stveno u razgradnji purinskih i pirimidinskih
nukleotida. Smatra se da kao dio sustava raz.
gradnje RNA, omoguéuje pojaéanu biosintezu
proteina nakon parcijalne hepatoktomije. Kota-
lititka koncentracija ovog katabolitkog enzima u
Jetri smanjena je 45 sati nakon parcijalne he-
patektomije. Katalititka koncentracija 5-nukleo-
tidaze odredena je u postmitohondrijsko; frakeiji
oplickim testom, metodom po Arkesteijnu.

08-2/P3

DVOGODISNJI PREGLED HBsAg
REAKTIVNOSTI U DAVATELJA KRVI
HRVATSKOG ZAVODA ZA
TRANSFUZLJSKU MEDICINU (1997-1998.)

HBEszAg Eia Test Reactivity in Blood Donors
of Croatian Institute of Transfusion Medi-
cine: Biannual Survey

Mihaljevié I, Lovric M, Pire-Tiljak D, Balija M,
Grgiéevid [
Hrvatska zaved e transfuriphku medicinu, Zagrob

HBsAg test je jedan od 4 obvezna testa kojima
se ispituje krv davatelja na prisutnost biljega
krvlju prenosivih bolesti (HBsAg, anti HCV, anti
TP i anti HIV 1/2). Nakon uvodenja EIA testova
s visokim vrijednostima cut off-a (CO) poput testa
na anti HCY i anti HIV 12, promijenjeni su
evaluacyski kriteriji reaktiviosti u HZTM. Tako
s8¢ roaktivmim smatraju svi davatelji krvi &ji
uzorak krvi pokazuje optitku gustodu (0D} veéu
od 0,85 x CO, #to znadi da se reaktivnima sma-
Lriju i svi uzorel unutar sive negativne zone (15%
ispod CO vrijednosti), Na taj nadin umjetno se
povecavn osjetliivost testa, odnosno sigurnost krvi
za transfuziju,

Primjena ovog pravila na HBsAg test kod kojeg
Je verjednost CO vrlo niska (C0-0,030) dovodi do
vede incidencije lnzno pozitivnih rezultata.

U HZTM u ispitivanju HBsAg koriste se ravno-
pravno testovi dva proizvedaéa, Ortho Clinical Di-
agnostic i Abbott Laboratories. 1998, promijenjen
Jo dugogodignji Abbott-ov test Auszyme novom
poboljfanom generacijom, tzv. Auzgyme dinamic.
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Svrha rada je ispitati uéinak promjene HBaAg
testa na karnkteristike HBsAg reaktivnosti i pro-
vieritl opravdanost korigtenjn sive negativne zone
u evaluaciji HBsAg reaktivnosti,

U periodu 1997.-1998. ispitano je ukepno
138965 doza krvi od Segn 70294 u 1997, a GEET1
u 1998, Algoritam potvrdivanja HBeAp ukljufivao
jo retestirange istim testom o duplikatu, zatim
drugim HBzAg testom 1 dodatnim HBY biljegom
anti-HBec te isto iz novog uzorka krvi davateljn
nakon 2 tjedna.

L 1998, zabiljeien je porast HBsAp inicijalno
reaktiviah (IR} davatelja krvi od 64% u odnosu na
1997, Istovremeno je zabiljeien pad opetovano
reaktivnih (RR) u dvostrukom testiranju IR istim
tostom sa 46% u 1997, na savega 19% u 1998, Ra-
glog tome je smanjena potvrdljivost Abbott-ovoy
testa u svim zonama reaktivnosti, dok Ortho-v
HBsAg test pokazaje porast nepotvrdenih reak-
tivnosts u zoni visakih reaktivnost.

Reaktivnost u sivoj negativoo) zon predstavlja
30% ukupne pofetne HBaAg E1IA reaktivnost: da-
vateljn krvi HETM u 1997.-1998, godini. Kako do-
datna testiranin uzoraka s reakbivaoitu u sivo)
negativnoj zond nisu potvrdila hepatitis B virus
(HBV) infekeiju, treba razmotriti Korisnost sive
negativae zone u evaluaciji HBaAg renktivnosti
davatelja krvi u EIA testu, Konaénoj odluci pri-
dontjela hi uporaba testa na HEV-DINAL

08-2P4

REZULTATI JETRENIH BIOPSIJA 1
PATOLOSKIH
MONOETILGLICINKESILIDIDNIH (MEGX)
TESTOVA

Results of Liver Biopsies and Pathological
Monoethylglveinexylidide (MEGX) Tests

Zupanéié M, 'Sedmak M, 'Logar-Car (G,
Ferlan-Marolt ¥

'‘Pediatriénn klinika, Ljobljnna, Slevenijn. "Indtitut s
p.?ltdljllﬂ:l_hﬁ_ Medicinaka fakulists, L.J1I!IL||I.|I.'|_ !"'.llnu;lru]n

Kod djece = klinitkom slikom jetrene ciroee
koja fekaju na transplantaciju jetre usporedivali
smo rexultate patolodkih MEGX testova s rezul-
tatima histolodkih biopsija jetre. Nadu skupinu
finila je dvanaesters djoce stare od 3.5 mjeseca do
18,5 godina.

Diegetero djece imalo je ekstrahepatalon bili-
Jarnu artrezije, agencziju il hipoplaziju, a dvoje
dijece kronitni hepatitis,

Monoetilglicinksilidid nastaje oksidacijskom N-
dectilacijom uz pomoed jetrenog citokroma P IlA,
sustava. Uzorke krvi za edredivanje koncentracije
MEGX uzeli smo prije i po aplikaciji lidokaina, (1
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mg'ke thelesne tezine) o vremenskom intervalu od
0, 15, 307, 80°, 120" i 2407, Koncentracije MEGX u
serumu odredili smo 5 FPIA metodom na anali-
zatorn FL /TD, (Abbott).

Histologke pripravke obojili smo hematoksi-
linom, eozinom i TR (trichrom Mason). Vrjednost
MEGX testa = 34 ug/L po 156 minuta definirali
smo kao patolofki rezultat,

U skupini djece s klinithom slikom jetrenc
ciroze 1 patolofkim MEGX testom, koji fekaju na
transplantaciju jetre dokazali smo do histologka
slika jetre u 50% primjera pokazuje sliku jetrene
fibroee, a u H0% sludajeva shika jetrene cirose.

08-2/P5

N-ACETIL--D-GLUKOZAMINIDAZA U
SERUMU ALKOHOLICARA

N-Acetyl-{-D-Glucosaminidase in Serum of
Aleoholics

Ivié Z, *Juretic D, *Tedija A, *Topic E,
Dasi eilravljs Garediics. Garednici. Farmaceitsko-
hankemujski fakultet Sveubilidta u Engrehn, Favod e

medicinaku biokemiju i hemntologiju, Eagreb. "Klinitki
ravod zn kemiju Medininskop fnkulteta Sveonilidta o
Zagrebu i Klinitke bolnice “Sestre milosrdnice®, Zagreb

N-acetil-d-D-glukozaminidaza (NAGA) je lizo-
somska hidrolaza prisutna w serumu zdravih oso-
ba u niskim katalitiékim koneentracijama. Cini je
gkupina ghkoproteinskih izoenzima kop se prema
razhc u nabaju molekule razdjeljuju u dva glavnma
oblika, NAGA-A | NAGA-B. 5 obzirom da se danas
NAGA smatra jednim od biljepa alkoholizma, cilj
ovor rada hio je poterdivanje vrijednosti odredi-
vanja njexine katalitiCke koncentracije a serumu,

Katalitiéka koncentracija NAGA i njexinih
izoonzima u serumu odredivana je spektroflu-
orometrijskom metodom uz prethodno razdvajanje
izoenzima NAGA-A 1 NAGA-B toplinskom inakti-
viicijom. Ratalititke koneentracije adredivane su
u 39 uzgoraka kontrolne skupine spitamka, 19
wroraka skupine ispitanika s postavljenom dija-
gnozom ciroze jetre 1 15 uzoraka skupine 1spita-
nika alkoholidara,

Rezultati odredivanja pokazali su statisticki
enafajnu razliku dzmedu katalitiCkih  koncen-
tracijn NAGA u skupini s cirozom jetre (2055 =
19,98 UFL) i skupini alkoholi®ara (16,78 = 11,30 1/
L) u odnosu na kontrolnu skupinu (11,87 = 6,56
VL) Takoder, utvrdeno je statisticki znaéajno
povidenje katalititkih koncentracija NAGA i nje-
zinih izoenzima u skupini 8 cirozom jetre i skuping
alkoholifara u sdnosu na kontrolnu skuping,

Ddnos katalitiékih koncentracija NAGA-A i
NAGA-B (izrazen u postocima od ukupne NAGA)
statisticki je znatajno razhiéit zmedu kontralne i
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skupine alkoholiéara, iz éega slijedi da s¢ u sku-
pini alkoholitara odnos izoenzima promijenio pa
Je u laboratorijskoj dijagnostici alkoholizma vazno
kako odredivanje ukupne katalititke koncentra-
cije NAGA tako i njezinih izoenzima.

08-2/P6

ANTIGENA SPECIFICNOST ANCA KOD
BOLESNIKA S AUTOIMUNIM
HEPATITISOM
Antigenie Specificities of ANCA in Patients
with Autoimmune Hepatitis

‘Rozmar A, ‘Malenica B, Vucelic B, Ostafic R,
Wrenarié Z,

'Klinitki zavod za laborntorijaks dijagnostiku Medicinskeg
lakultets Sveudilides u dagrebu i Klinifkog balnitkog centra
Zagreb, Ingreb, Faved wi gastroenterologijy Medicipskog
fakulteta Sveutilistn u Papreho i Klinitkog bolnitkeg contrs
Zngreb, Zagreb

U zadnje vrijeme istraZivanja su pokazala da
bolesnici 5 nekim hepatobilijarnim bolestima ima-
ju antinewtrofilna citoplazmatska protutijela

(ANCA} koja su drugadije specififnosti od onih
povezanih sa sistemskim vaskulitisima, Mi sma
ispitali ufestalost i antigenu specifitnost ANCA
kod tih bolesnika. Prisutnost ANCA j& ispitana
metodom indirektne imunofluorescencije na ljud-
skim granulocitima fiksiranim etanolom. Cito-
plazmatski (cANCA), perinuklearni (pANCA) i
atipiéni (aANCA) uzorak Muarescencije se smatra
pozitivaim. Metoda Western blota je koridtena za
otkrivanje autoprotutijela koja karakteriziraju
razlifite tipove autoimunog hepatitisa (ATH). Anti-
Bena specifiénost je analizirana metodom ELISA
keristedi mijeloperoksidazu (MPO), laktoferin (LF)
1 katepsin G kao antigene. ANCA je otkrivena kod
17% (7/42) bolesnika s AIH. 6% 1 1/17) bolesnika
s PBC i 7% (2/30) bolesnika sa SBC, Medu bole-
snicima 8 AIH ANCA su selektivno nadena kod
30% (6/12) bolesnika s tipom 1 AIH. Anti-MPO
protutijela su nadena kod 33% (4712}, anti-LF kod
17% (2712) i anti-katepsin G kod 8% (1/12) wzoraka
seruma tih bolesnika. Ovi rezultati ukazuju da
ANCA mogu biti korisni pri diferencijalno dija-
Enozi razligitih tipova AIH,

Posterska podsekeija: 08-3
Bolesti kardiovaskularnog sustava
Cardiovascular System Discases

08-3'P1

UKUPNI HOMOCISTEIN KAO MOGUCT
CIMBENIK RIZIKA
CEREBROVASKULARNOGA OBOLJENJA

Total Homocysteine As a Possible Risk
Factor of the Cerebrovascular Insufficiency

‘Vehovski-Hebrang D, 'Preden- Kerefauid v
Flegar-Mestrié Z, “Janus D, *Hebrang A, "Grga A,

“aved ta klinidios kemij Klinktie bolnice “Mevkus”, Tagreb. 'Klinithi
saved 2 radiolegijo Klinitke bolnioe “Merkur™. Lagreds il 5a
vaskularmu kisungiju Kirortke klinike Klisitke bolrice “Merkm”, Lagreh

Brojna epidemiolodka istrafivanja pokazala su
da je umjereno povidena koncentracija ukupnoga
homocisteina u plazmifserumu nezavisan Smbe.
nik za razvoj ateroskleroze koronarnih, meddanih
i perifernih krvnih Zila.

Cilj rada bio je pokazati u kojoj se mjeri home-
cisteinemija mo¥e smatrati nezavisnim Embeni-
kom rizika ateroskleroze mo2danih arterija u ispi-
tanika u kojih je angiografijom dokazano posto-

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999,

Janje ateroskleroze u odnosu na kontrolnu akupi-
nu, u kojoj je angiografijom iskljutens postojanje
ateroskleroze moddanih arterija.

Ispitivanjem jo ebuhvaéena 75 ispitanika kaji-
ma je prije angiografekog zahvata bila oduzeta kry
£ mjerenje ukupnoga homoeisteina, ukupnoga
kolesterola, triglicerida, HDL-keolesterola, te LDL-
kolesterola.

Koneentracija homocisteina odredena je FPIA
imunokemijskim odredivanjem na IMX analj-
zatoru. Roncentracija ukupnoga kolesterola, tri-
glicerida, te direktnog HDL-kolesterola odredena
Je enzimskom PAP metodom na biokemijskom
analizatoru Olympus  AU-600. LDL-kolesterol
odreden je primjenom Friedewaldove formule
timbenict rizika ateroskleroze prikazani su i kao
indeks ateroskleroze { LDL-kalesteral/HD L-kole-
sterol) te omjer ukupnoga kolesterola ™D L-kole-
storal,

Statistitkom analizom utvrdeno jo da nema
znadajne povezanosti koncentracija ukupnog ho-
mocisteina s dobi ispitanikn, indeksom tielesne
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tedine i s koncentracijama lipidnih sastojaka seru-
ma kako u skupini bolesnika tako ni u kontrolnog
skupini. Dobiveni rezultati lipidnih sastojaka se-
ruma izradeni kao medijan i 0,050-0,950 udjeli ne-
parametarskih distribucija prikazani su u tablici.

2
‘ Boadr. shap InpiEsmis —
Stk Moern | ) imed2) g g
55
al
Uhkupni hemocistma  pmoll L1587 12877305 NE
Trisalghioersd muall, LRIOT-400 18607340 M
Ukupni kolestersl mmall, GE@1-TT S8E.TH Ng
HITEL: kodestersd mamll. L1i0&- 180 086140 S
LI ~kalesderal/
HDE-kalesteml A5005-50 392582 HA
Vloopma kedesliall
HOL-kalesdenal 53031-85 50439.497) KA

Dobiveni preliminarmi rezultati, obzirom na
ograniteng promjene na velikim arterijama mo-
zga, pokazali su da je umjereno povedana kon-
coentracijn ukupnoga homocistoina moguéi ne-
zavizan fimbenik rizika cercbrovaskularnoga obo-
ljenja.

OB-3T2

DOSADASNJA ISKUSTVA O
DIJAGNOSTICKIM MOGUCNOSTIMA
TROPONINA I
Past Experience on Diagnostic Possibili-
ties of Troponin 1

Krajnovié V, Simunovic Z.
Centralni laboratory) Opée balnice “Dir Jusip Bendovie®,
Slavansk] Brod

Troponin I spada uz troponin T, mioglobin i
CK-MBmass, u skupinu modernih biljega akuinog
infarkta miskarda. Karakieriziraju ga svajstva

koja zadovoljavaju kriterij o idealnom sréancm
biljegu, a to su:

* da imna prodireni dijagnostiéki prozor

* sréano je specifiéan

* njegovo sdredivanje je klinitki korizno

* lagan je za izvodenje (osjetljiv. brz, jedno-
2
stavan}

3 odredivanjem tropanina I smo zapofeli po-
éotkom 1998, godine, Tijekom godine dana obira-
deno je 300 bolesnika. Dobivene rezultate smo
rasgparedili prema dijagnozama za pojedine bale-
snike. Na taj natin amo dobili uvid u vrijednosti
tropanina [ kod razhétih stanja koronarne bolesti.
Baolesnike smo podijelili w tri skupine: angina pek-
toris, akutni infarkt miokarda 1 ponovljeni infarkt
minkarda.

08-3/P3

HOMOCISTEIN KAO RIZIK FAKTOR
Homocysteine as a Risk Factor

Mendler 8, Pizkur V. Seriéd V, Wagner JJ.
Odjel za medicineku biokemiju Klinithe bolnioe Osijek,
Oiaspek

Hiperhomocisicinemija je neovizan faktor ri-
zika u razveju ateroskleroze i kardiovaskularnih
balesti. Normalna aktivnost putova transme-
tilacije i remetilacije odriava razinu homoeisteina
u uskom rasponu. Oslabljena enzimska funkeija
kao rezultat genetske mutacije ili nedostatka
esencijalnih B vitamina (B, 1 B, ) i folne kiseline
moke dovesti do hiperhomocisteinemije, RazliGite
bolests utjedu no koncentraciju homocisteina u
bolesmika s kroniénim renalnim estedenjem, kod
kajih gu aterosklerozne komplikacije vodedi uzrok
smrti, povecana koncentracija homocisteina se
javlja puno dedée nego bilo koji konvencienalni
faktor rizika.

BIOCHEMIA MEDICA god, 9, br. 1-2, 1999,
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Posterska podsekeija: 08-6
Endokrinoloske bolesti

Endocrinological Diseases

08-6/P1

IGF-I1 U SERUMU DJECE 8 INZULIN
OVISNOM SECERNOM BOLESCU

IGF-T in Serum of Children with Insulin-
Dependent Diabetic Disease

‘Krpan R, *Stipanéic G, "Petek M,
‘Kadrmba-Lovrenéie M.

avod za t'nll-uhrirruluuiju Klinitke bolmice “Sestre
milosrdnice”, Zagreb. *Klinika za pedijatriju Klinitke
bolnice “Seatre milosrdnice®, Engreh

1GF-I je inzuling sliénn dimbenik rasta (MT 7.6
kDa). Nakon fto 2¢ ekstrakeijom odvaji od veznog
proteina, kvantitativoo se IGF-1 u serumu odredu-
je IRMA metodom (Diagnostic Systems Laborato-
rios, Toxas).

Lf razdoblju od sijeénja 1988, godine do prosin-
co 1995, podine u Klinici za pedijatriju Klinidtke
bolnice “Sestre milosrdnice”™ bolnitki je lijefeno
168 djece zbog novootkrivene dederne holesti
ovisne o inzulinu (IDDM i 60 bolesnika s [DDM
bilo je ukljufeno u petogodifnje pradenje rasta i
razvoja, te im je mjerena razinn 1GF-1 u seromau,
Svih 80 bolesnika su zadovoljavajude kontrolirani,
dto ukljufuje da im je vrijednost H hﬁu.“, U SeFumu
= 10%. U kontrolnu skupinu ukljuéeno je 78 dje-
ce, Skupina bolesnika i kontrolnih ispitanika su-
kladne su po stupnju pubertetskog razvoja. Vrijed-
nosti IGF-1 izragenn je kao srednja vrijednoat
=30, Vrjednosti IGF-1 u serumu bolesnika 1
kontrolnih ispitanika usporedene su Studentovim
t testom za neovisne uzorke. lzmedu promatrane
skupine bolesnika s IDDM i kontrolnih ispitanika
nema znaéamne razlike u razini 1GF-1 u serumu
tijekom cijelog razdoblja. Utvrdeno je da inten-
wivirana inzulinska terapija poboljfava metabo-
litku kontrolu bolesti i utjede na osovinu HOR-
MON RASTAMTGF-I, 4to rezultira porastom razine
IGF-1 u gerumu. U pubertetu 1 spolni hormoni
dovode do pojadane sinteze [GF-1 v jetri te mogu
prijediti eventualni nepovoljan utjecsj metabolidke
kontrole bolesti,

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999,

08-6/P2

KORELACIJA METODA ZA MJERENJE
PROTUTIJELA STITNJACE

Correlation of Methods for Thyroid
Antibody Determination

"Posavee Lj, 'Bukovec Z, *Sokolic L, "Marout J,
‘Peteke M.

Endokrnoika llb-nm'l.nn.i Klinitke balnics “Sestre miloerdnice”,
Fagreh. Bveutibidinn klintka “Vak Wrhovac™, Eagreh

Postojanje protutijels prema specifiénim pro-
teinima Stitngade smatra s¢ prvim opisanim aato-
protutijelima, a njihovo esdredivanje imn vaZnu
ulogu u dijagnostici autoimune bolesti. Antigeni
premao kajima se odreduju protutijela Stitnjade su
tiroglobulin (Tg), glukoprotein (Mr 660 k Daj,
mikrosomski antigen (Mikro- at), tj. mikrosomska
frakcijan homogenata Stitnjade, odnosno smjesa
integralnih membranskih proteina za koje je usta-
novijena identiénost = peroksidazom £titnjade
(TPO, Mr 100 kDa).

U ovom radu kod 36 bolesnika izvrdena je
usporedba rezultata protutijela Stitnjade mjerenih
5 tri razlifite metode. Usporedivane metode su
klasiéna, semikvantitativna metodn pasivoe he-
maglutinacije SERODIA firme Fujirebio Inc.,
ELISA metoda firme DPC i imunofluorescencijska
metoda UniCAP firme Pharmacia.

L1 odredivanju mikrosomskih protutijela (TPO)
metodama SERODIA-AMC i UniCAP-TPO dobi-
viena je vrlo dobra korelacija s koeficijentom kore-
lacije R*=0,867, a SERODIA-AMC 1 DPC-PIA-TPO
jod boljan R*=0,9163,

U ndredivanju tiroglobulinskih protutijela me-
todama SERODIA-Tg i UniCAP-, koeficijent kore-
lacije iznosi R*=06214, a SERODIA-TG i@ DPC-
PIA-Tg RB*=0,7454.

Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuditi da je
hemoglutinacijska metoda mjerenja protutijela
stitnjate manje osjetljiva, ali za endadnje prilike
mnogo ekonomitnija.

11
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08-6/P3

IMUNOTURBIDIMETRLISKO
ODREDIVANJE HbA

Immunoturbidimetric Determination of
HbA,

Cvitkovié L, Bodidevié 8, Mesié R, Vufié M,
Radid B,
Swveudilignn klinikn za dijabetes, endokrinalagipe | bolests

metabodizma *Vuk Yrhovac™, Zagreb

Hcmunlnbm A, neprijeporno je kljuéni para-
metar u procjeni n:-g'ulm':ut glikemije i rizika za
razvitak kasnih komplikacija Sederne boleati.

Cilj ovog rada je prilagodba imunoturbidime-
trijskog postupka za odredivanje HbAle (HbAle,
Bayer Co., Tarrytown, NY, SAD) na diskretnom
automatskem analizatoru (Olympus AUGHD, Oly-
mpus Optical Co., Tokyo, Japan],

Makon hemolize 1 enzimske proteslize, u istom
uzorku se mjeri HbAle (kompetitivnim imuanotur-
dimetrijskim postupkom) i ukupni hemoglobin
{kolorimetrijskil. Konaéni rezultat hemoglobina A
(%) se dobije rafunski, iz omjera dvije mjerene
kompononto.

Nopreciznost u serji, 1zrafens kocficijentom
varijacije, iznosila je 3,5, 2,91 2,7 % za vrijednosti
HbaAle 3.8, 7.2 1 11,7% (n=5), dok je nepreciznost
iz dana u dan iznosila 3,2 1 2,1 % za vrijednosti
HbA 4,81 103 % (n=20).

Lrspu:r{':lhn prilagodenog postupka, kako & kro-
matografijom na kationgkom izmjenjivadu (Mono
8 Kolona, Pharmacin, Uppsala, Svedska), tako i
drugom imunoturbidimetryjskim metodom (Uni-
mate HbAle, Hoche hagnostic Products, Hoffman-
La Roche, Basel, Svicarska), pokazala je vrio do-
bro slaganje rezultata u Sirokom rasponu vrijed-
nosti HbA_ (r=0,989 i r=0,995, n=80),

Rezultati ovog rada identificirnju automatzki
imunoturbidimetrijski postupak koo precizan, Lo-
fan i brz analitigki postupak za nitinzko mjerenje
hemaoglobina A_.

-G

LIPIDNI STATUS OS0BA SA
NOVOOTHKRIVENIM DIJABETESOM

Lipid Status of Newly Detected Diabetic
Patients

Serié V, Venzera Z, Wagner J.
Odjel za medicinsku biokemiju Kimidke balnice Usiek,
Osijek

Sasvim je izvjesno da hiperlipoproteinemije
predstavljaju jedan od najznaéajnih problema u
medicini wopée, Ovakav znaéaj hiperhpoprote-
inemijn proizlaz iz velike udestalosti u opénj po-
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pulaciji, njthove povezanosti s nastankom atero-
skleroze, odnosno kardiovaskularnih bolesti, ali
nastankem drugih poremeéaja, njihovim éesto
asimptomatskim tijekom take da se poremecaj
ucéava tek kad nastanu aterosklerozne i druge
lezije u organizmu. Brojna istrafivanja pokazala
su da u industrijski razvijenim zemljama hiperli-
poproteinemije postaje u oko 10 do 15% stanov-
niftva. Novija epidemiolodka ispitivanja govore o
znatno vedoj uéestalosti. Jasno je da na udestalost
hiperlipoproteinemije utjeéu nadin ishrane 1 &-
votni standard, kao 1 to da je uéestalijn v sredi-
nama u kojima ima vide gojaznih osoba i dijabeti-
éara odnosno tamo gdje je ishrana neracionalna.
Hiperlipoproteinemija se moke javiti kao primarmi
poeremecaj ili kao sekundami poremeéaj u sklopu
neke druge balests, ali mode postojati | kombina-
cija primarne i sckundarne hiperlipoproteinemije.

U avom radu obradeno je 66 oscha s novo-
otkrivenom dedernom boleféu koje su podijeljene
u skupinu adipoznih | skupinu neadipoznih osoba.
U’ skupini adipoznih osoba bilo je 14 Zena 1 19
muskaraca dok je u skupini neadipoznih bilo 15
fenn i 18 mufkaraca. Ispitanicima su 1zmedu
ostalog udinjene analize njihoveg lipidnog statusa
koji se sastojno u odredivanju kolestersla, tri-
glicerida, HDL-kolesteroln, LDL-kolesterola, apo
Al apo B te indeksa kao $to je omjer HDL-kole-
sterol'ukupni kolesterol i omjera HDL-kolesterol/
LDL-kelesterol. Sve ove biokemijske pretrage su
udinjene na biokemijskom analizatoru Hitachi
704. Kolesterol je odredivan CHOD PAP metodom,
trighceridi GPD PAP metodom, HDL-kelesterol
LD L-kolestersl metodom direktnog edredivanja te
apo Al 1 apo B imunokemijskom metodom & re-
agensima firme Bochringer Mannheim,

Dobiveni rexultati za veéinu biokemijskih pre-
traga hipidnog statusa bili su izvan preporudenih
vrijednosti za lipidne parametre. Statistichom
analizom uoéene su razlike izmedu skupine adi-
poenih 1 skuping neadipoznib osaba,

08-6'P5

POVEZANOST NEUTROFILNE ALKALNE
FOSFATAZE 1 GLIKIRANOG
HEMOGLOBINA U SECERNOJ BOLESTI

Aszsociation of Neutrophil Alkaline Phos-
phatase Activity and Glycosylated Hemo-
globin in Diabetes Mellitus

Fijatko M, Pavela J, Dobrosevié B,
Paradinovic K, Cetina N, Wagner J,
Odjpel za medicinska biokemijun Klinitke balnice Oaijek,
Oaygek

U dijabetesu 1 dijabetiéng acidozi povidena je

katalititka koncentracija alkalne fosfataze ne-
utrofila (NAP). Dugotrajni porast glukoze u krw

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br 1-2, 1999,
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Sateci 1. Hrvatakog kongress medicinskih biskemidara

modulira aktivnost NAP: u neutrofilima je sma-
njen omjer glikolize, nakuplja se glukoza-6-fo-
sfat i fruktoza-6-fosfat, znatajne je sniZena sin-
teza glikogena. Nakupljanje poveéanih kolidina
supstrata NAP ukljuéeno je u aktivaciju en-
gima.

Cilj rada je odrediti kataliticku koneentraciju
NAP u dijabetesu i korelirati ove nalaze s
HbA, -indeksom kontrole dijabetesa.

Ispitano jo 58 novootkrivenih dijabetiéara
tipa I lIspitanici su podijeljeni na adipozne
(BMI>27) 1 neadipozne (BMI<27), te na reguli-
rane (HbA, <7.5%) i neregulirane (HbA, >7,5%)
dijabetiare. Kontrolnu skupinu éine 22 zdrave
osobe koje nemaju dijabetes ili bilo koju drugu
bolest, s normalnom dijabetolodkom krivuljom
1 normalnim leukocitima.

Aktivnost NAP je odredena semikvantitativ-
nom citokemijskom metodom Kaplown. HhA_ je
odreden ionsko-izmjenjivadkom kromatografi-
Jom (BioSystem-gotovi setovi),

Dabiveni podaci obradeni su Studentovim t-
Lestaom.

Aktivnost NAP u kontrolnej skupini je 62,22
+8.19, a koncentracija HbA_je 5,75=0,53% dto
Je u skladu = rezultatima Kaplowa i Tsavarisa.
U reguliranom dijabetesu aktivaost NAP je mida
(48,30=28,585) u usporedbi s kontrolnom skupi-
nom, ali nije statisticki znaéajna. U neregulira-
nem dijabetesu aktivnosti NAP su vige (69,21
38,10} u odnosu na kontrolnu skupinu, ali se
znaéajno ne razlikuju. Izmedu aktivnosti NAP
1 koncentracije HbA, nema korelacije u reguli-
ranom i nereguliranom dijabetesu, $to je protu-
rjeéno rezultatima Tsavarisa. Aktivnosti NAP u
skupini nereguliranih adipoznih dijabeti¢ara su
vise (T2.85x40,83) u ednosu na regulirane adi-
poine dijabeticare (52,70+27,38), ali razlika nije
statistitki znafajna. Nema korelacije izmedu
aktivnosti NAP i koncentracije HbA _ u nere-
guliranom adipeznom dijabetesu, dok je zna-
cajna razlika u aktivaosti NAP izmedu adipoz-
nog nereguliranog dijabetesa i kontrolne sku-
pine (p<0,05); slitni su statisticki pokazatelji i
za skupinu neregulirnnih neadipoznih dijabe-
tiéara.

Rezultati aktivnosti NAP nagih dijabeti¢ara
nisu u skladu s rezultatima iz literature (Tea-
varisl, gdje je uvijek zabilje2enn korelacija ak-
tivnosti NAP i koncentracijo HbA, i stoga aktiv-
nost NAP indicirana kao novi jednostavan para-
metar prouéavanja dijabetesn.

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1999

08-6/P6

TROMBOCITNI SEROTONIN U INZULIN
OVISNOJ SECERNOJ BOLESTI

Platelet Serotonine in Insulin-Dependent
Diabetes Mellitus

Majetié-Cetina N, Kos B, Fijadha M, Wagner .J.
Odjel 24 medicinskn biokemiju Klinithe balnice Osijek,
Ohaipek

Ateroskleroza vedih krvnih Zila, napose krvnih
Zila srea, mozga 1 okrajina festa je komplikacija
decorne bolesti. Njezinu razvoju pridonose pore-
mecaji metabolizma lipida i poviden krvni tlak. U
secerna) bolesti nastaju posebni rizici za razvej
makroangiopatskih  promjena: hiperglikemija,
pojatane stvaranje sorbitola, glukozilacija prote-
ina 1 poremeéaji sustava za zgrudavanje krei.
Paremedenu aktivaciju trombocita medemo pratiti
odredivanjem serotonina trombocita,

Cilj ovog ispitivanja je ispitati koncentraciju
serotonina trombocita u inzulin-ovisnoj deternoj
holesti. Nagi rezultati pokazuju povigenu kencen-
traciju serotonina (690= 186 ng/10i9Trh: N=10)u
dijabetitara uz normalan broj cirkulirajuéih tram-
bocita i sniZeno nakupljanje trombocita u uspo-
redbi s kontrolnom skupinom (4222171 ng/10(9)
Trb: N=10). Povifene vrijednosti serotonina trom-
bocita ukazuju na povedanu aktivaciju tromboeita,
ali nakupljanje trombocita je snifena, £to je u su-
protnosti s postavljenom tezom.

Stoga nadi rezultati ukazuju na potrebu dalj-
njeg istrafivanjn na vedem uzorku uz profiren
profil bickemijskih parametara,

08-6/17

VRIJEDNOSTI C-PEPTIDA U OVISNOSTI
0 TERAPLIT 1 DULJINI TRAJANJA
SECERNE BOLESTI

C-Peptide Values in Dependence on
Therapy and Duration of Diabetes Mellitus

Crnokrak S, Hoenovié L., Ravnié R.
Centralai laborntarij Opde bolnice Pals, Pala

Humani C-peptid nastaje u # stanicama pan-
kreasa kao nusprodukt enzimske razgradnje pro-
inzulina u inzulin. Tijekom tog procesa inzulin i
C-peptid se oslobadaju iz prohormona i izlutuju
u portalnu eirkulaciju w ekvimolarnim koncen-
tracijoma.

Zadatak i eilj ovog rada bio jo utvrditi even-
tualnu evisnost vrijednosti C-peptida s primjenje-
nom terapijom i duljinom trajanjn bolesti,

Vrijednosti C-peptida i inzulina odredene su u
uzarcima krvi 166 dijabeti¢ara razliitog spola i
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dobi. Prema vrsti terapije koju primaju, bolesnic
su podijeljeni u tri skupine (dijota n=35, tablete
n=87 i inzulin n=34). Prema duljini trajanja bole-
sti isti bolesnici podijeljent su u pet skuping (0.5,
5-10, 10-15, 15-20, >20 godina), Vrijednosts su od-
redene uporabom radicimunolofkih metoda, a
iskazane su srednjom vrijednosti (SV) = stan-
dardna devijaciya (SD). Statistickl znaéajnom ra-
zlikom amatrana je vrijednost p<(,05.

Izmjerene vrijednosti C-peptida iznosile su: u
skupini bolesmika na dijeti = B08,8+440,8 pmaol/
L; u skupini bolesnika na tabletamn = 873,3=
464,9 pmol/L, té u skapini bolesnika na inzulinu
= 688723221 pmol/L. NajniZe vrijednosti izmje-

rene su u skupini bolesnika na terapiji inzulinem
(663=322,1 pmol/L) koji od dedéerne bolesti boluju
od 15 do 20 godina. Nasuprot tome, najvide vri-
jednosti izmjerene su u skupini bolesnika na te-
rapiji dijetom (1233,6£453,1 pmol/L).

Kako izmjerene vrijednosti inzulina koreliraju
s vrijednostima C-peptida, esobito u skupinama
na dijeti i tabletama, to potvrduje vrijednosti C-
peptida kao pokazatelja lutenja inzulina. Rezul-
tati potvrduju potrebu odredivanjn C-peptida u
smiglu progjene aktivnost f stanica pankreasa,
geobito u skupini bolesnika na terapiji inzulinom
gdje sgzogeni hormon utjefe na mjerene vrijed-
nosti.

Posterska podsekcija: 08-7
Laboratorij i hitna stanja
Laboratory and Emergency Status

08-7/P1

DIJAGNOSTICKA VRIJEDNOST C-
REAKTIVNOG PROTEINA U RANOM
OTKRIVANJU BAKTERIJSKE INFEKCILIE
NOVORODENCADI

Diagnostical Value of C-Reactive Protein
in Early Diagnosis of Neonatal Infection

"Bobelié-Vranié T, "Flegar-Medtric Z, 'Nazor A,
Milidewic D, "Razum S, "‘Kolic 2, *Perkovic M.
Flavod 2o Klinktkw kemipo Klinitke boalnice “Merkur™,

fapreb, “Odsjek 20 neonatologijn Kliike wa fenake bolests i
porode Klinkithe balnice “Morkur®, Eagreb, “Contralni
laboratarj Opée bolnies Meva Grodigka, Nova Oradidka

Dijagnoza bakterijske infekcije, odnosno sepse
u novorodendadi jedna je od najtezih u klinitkoj
medicint. Rano otkrivanje prije svega osniva se na
klinifkaj progjeni, a wnakovi infekeije mogu biti
vrlo nespecifitni u prvih nekoliko dana #Fivota,
Zbog toga se za utvedivanje potrebe dto ranijog
uvodenjn antibiotitke terapije koriste 1 labora-

Tablicn 1. Dhjagnastitka ymipetdnost ispitivanih parnmotara

torijski parametri od kojith vedina autora navodi
C-reaktivni protein (CRP), broj leukocita (Lke) 1
armjer aezrelih proma ukupnom broju neutrofila
(N, Cilj ovog radn bio je ispitati dijagnosticku
vrijednost CRP-a kao jednog od pokazatelja bakte-
rijske infekeije u odnosu na broj Lke i omjer N/

Ispitane je 150-ora djece u prvih tjedan dana
#ivota od kojih je u kontrolnu skupinu usle 88-oro
dijece & urednom klinickom slikom. Skuapina [ od
d5-oro djece imala je dokazanu perinatalnu infiek-
ciju, a skupina 11 od 28-0r0 djece imala je prisutne
blate infekte.

Statistitka sbrada obuhvatila je procjenu dijag.
nostitke vrijednosti CRP-u, braja Lke i omjera N/L:
specifitnost, osjetljivest, te pozitivou (PPY) i ne-
gativnu (NPV) prediktivau vrijednost. Longitudi-
nalnim pradenjem CEP-a uz antibiotiéka terapiju
doglo je do pada vrijednosti, tako da su & danom
otpusta bile u normal (< 5 mg'L). Rexoltati pro-
vedene procjene prikazani su u tablici 1.

Iz dobivenih rezoltata vidi se visok stupanj
specifitnosti sva tri parametra koji dobro prate

Ugjedlpivost (5| Prediktivaost (%)
Giraniéne Speciliénost i
Parnmobar e pu Skupina | Skuping 11
vrijednosti el Skuaphia 1 | Skupina 11
il l_ NPY PPV NPV
CHE 5 mgl 5 a7 L | A Eili_ EG 89K
Lke . x 10 T 20 7 | 71 (L1 74
ML (1] 1 23 4 iz Th 16 T
T4 BIOCHEMIA MEDICA pod, 9, b 1=-2, 1999
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Hatec 3. Hrvatskog kongress medicinakih hiokemidara

urednu klinifku sliku. Najveéu osjetljivost poka-
zuje CRP u obje skupine bolesne djece u odnosu
na nisku osjetljivost broja Lke i omjera N, CRP
ima 1 najbolju pozitivne prediktivonost (da ée do
infekeije doéi) i negativnu prediktiviest (da do
infekeije neée doéi), iake i broj L i omjer N/U
imaju rolativoo visoku negativon prediktivnost.
Zakljuéno motemo redi da je CRP najbolfi poka-
zatelj u otkrivanju infekta, te ulinkovitosti anti-
biotitke terapije.

08-7/p2

MIOGLOBIN - RANI BILJEG U
DIJAGNOSTICI AKUTNOG INFARKTA
MIOEARDA (PRIKAZ SLUCAJA)

Myoglobin - Early Sensitive Marker in
Diagnostics of Acute Myocardial Infarcltion
iCase Report)

Kozaj M, Rditegorac I, Cirko 8.
Centralni Iaboraton) Opde fupanijske bolalee Pabega,
Pobegn

Povidena vrijednost mioglobina u kombinaciji
4 ECG-om predstavlja najraniju potvrdu akutnog
infarkta miokarda. Glavne kliniéke znaéenje
mioglobina je u tome #to njegove povefane
vrijednosti u krvi balesnika s akutnim infarktom
mickarda predstavljaja prvi signal. Vrijednost
mioglobina pomaie u odluei za trombolititky
terapiju u ranim satima nakon infarkta. U rady
j& biokemijski 1 kliniéki prikazan sluéaj boleanika,
koji je primljen hitno u Keronarnu jedinicu pod
klinickom slikom infarkta inferiorne  regije.
Bolesnik je primie streptokinazu. U zadanim
vremenskim razmacima odredivane su sljededs
pretrage: mioglobin, CK, CK-MB i troponin L
Stanje bolesnika se smirivalo. Viijednosti sréanih
biljega bile su u skladu sa stanjem i dijagnozom.
Tredeg dana po primjeni streptokinaze dolazi do
novag napadajn introtorakalne boli, Sat i po
nakon pajave boli od bokemijzkih pretraga jeding
mioglobin pokazuje iznenadni porast sa 74,6 ng/
mL na 141 ng/mL. Naken 6 sati raste troponin 1 i
CK-MB, nakon 10 sati CK, a LDH nakon 12 sati,

Vrijednosti mioglobina u kembinaciji s drugim
sréanim biljesima (troponin 1, CK, CE-MB i LDH)

BIOCHEMIA MEDICA pod. 9, br. 1-2, 1999,

odraavaju bickemijsku dinamiku podruéja za-
hvaéenog infarktom.,

Na osnovu opafenih razlika u osjetljivosti
izmedu pojedinih biljega izbor biljega ovisi o
starosti akutnog infarkta mickarda. Povidena
vrijednost mioglobina kod bolesnika s akutnim
infarktom miokarda mo#e se otkriti unutar 2 sata
nakon &to je nastupio infarkt. Maksimalnu
vrijednost dosete u periodu od 6-9 sati i vraéa sc
u normalu unutar 24-36 satd.

08-7/P%

PROCJENA DIJAGNOSTICKE
UCINKOVITOSTI BILJEGA AKUTNOG
INFARKTA MIOKARDA

Assessment of Diagnostic Efficiency of the
Acute Myocardial Infarction

Alpeza I, Jug M, Rumenjak V, Juridic Lj.

Klimidki zaved 22 laboratarijsko dijagnostiky Medicinakag
fnkulteta Sveudilidta o Engrebo | Klinitkog bolnitkes centrs
Zageoh, Eapreb

Ishemiéne bolesti srea (AIM) najéeséi su uzrak
smrinosti i gubitka efikasnih godina Zivota, Jog
u potetku ovog stoljeda, AIM jo smatran kao
rijetko stanje koje je nespojive sa fivetom. Na
kraju ovog stoljeéa, AIM je postas jedna od
najéeséih ozbiljinth bolesti u industrijskim ze-
mljama. Zbog togn vide nije samo sdravstveni, veé
sve vise i ckonomski problem, Glavni cilj dija-
gnostickih postupakn je raspoznavanje, sdnogno
razlikovanje nestabilne angine pektoris, AIM i bali
u rameny koja nije sréanog pedrijetla. Obigno je
EKG prvi objektivai test kod bolesnika koji se
pajavijuju £ boli u ramenu. Kod bolesnika s tipié-
nim gimptomima i prisutnim povienjem ST sog-
menta dijagnoza AIM potvrdena je u >90% slu-
Enjeva. Mjerenje aktivnosti enzima u serumu
enhtijeva serijsko mjerenje promjene aktivoosti i
odluka se ne donosi samo na temelju jednog mje-
renja. Tradicionalna strategija uporabe binke-
mijskih biljega ukljufuje odredivanje aktivnostd
CK i CK-MB. Medutim, danas ovaj pristup za-
htijeva reviziju zbog otkriéa mnogo specifienijih
biliega. U radu je prikazana dijagnostitka osjet-
ljivast CKMB odredivanog kao masa i aktivnost,
b broponina T 1 mioglobina.
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Posterska podsekeija: 08-8
Maligne bolesti
Malignant Diseases

08-8/P1

IMUNOFENOTIPIZACIJA CITOLOSKIH
PUNKTATA LIMFNIH CVOROVA
METODOM PROTOCNE CITOMETRIJE

Immunophenotyping of Lymph Node Fine-
Necdle Aspirates by Flow Cytometry

Siftar 7, 'Kardum MM, 'Naozor A, 'Bobetid-
Vranié T *Kardum-Skelin I, *Susteréié D,
Minigo H, *Planine-Peraica A, "Ostojic-Kolonid 8,
Wrhovee R, *Radicé-Krifto D, Wnkfid B.
"havod ea klinktko kemiju Eliniéke bolniee *Merkur”,

Eagreb, "Klinika e unutarnje bolosth Medicinskog fakultetn
Sveutilidie u Zagrebu i Klinitke holnice “Merkur®, Eagrob

Imunofenotipizacijn metodom protoéne cito-
metrije koja se moke uspjesno provesti na ograni-
genom sadriaju citolodkih punktata limfnih vo-
rova upotpunjuje informaciju dobivenu citomor-
folofkom analizom,

Cilj rada bilo je ispitivanje valjanosti imuno-
fenotipizacije citoledkih punktata limfnih évarova
metodom protofne citometrije u bolesnika kod
kajih je postojala sumnja na hematolodku bolest,
U tu svrhu analizirano je 87 citolodkih punktata
i noapravijena usporedba rezultata sa citomor-
fologkom analizom. U radu su koristena direktno
konjugirana protutijela na biljege B-limfocita
(anti-CD19,-CD20, -CD23, -CDIO, -CD5, -FMCT, -
KAPPA i -LAMBDA loki lanct imunoglobulinal, T
limfocita i NK staniea (anti-CD2, -CD3, -CD4, -
CD1a, -CD8, -CD&, -CD56), a prema predlofenim
panelima u vifebojnoj analizi u protoéng cito-
metriji za limfoproliferacijske bolesti od strane
Working Group on Flow Cytometry and Image
Annlysis | Leukemia 1996; 10:877-885).

Rezultati dobiveni metodom protoéne citome-
trije su interpretirani ili prema normalnim vri-
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jednostima biljega stanica limfnih Evorova objav-
lienih od strane Bryan i sur. (Ann.N.Y Academ.
Se,.1993: 84:404-8) ili prema REAL klasifikaciji
limfoidnih neoplazmi (Revised European-Ameri-
can Clagsification of Lymphoid Neoplasms).

Na osnovi debivenih rezultata mode se zaklju-
#iti da je imunofenotipizacija citolodkih punktata
metodom proteéne citometrije korisno dodatno
dijagnostitko orude u razlikovanju malignih od
reaktivnih proliferacija limfocita limfneg évora,
pri temu se analiza uspjedno izvodi na vrle ogra-
nitenom sadriaju takvih uzoraka, a za bolesnika
je& brza i bezbolna.

Nadalje, studija je pokazala da je metoda pro-
toéne citometrije najuspjeénija u postavijanyu di-
jagnoze B-limfoproliferacijskih belesti (B-Non
Hodgkin limfom i B-kroniéna limfocitna leuke-
mija), gdje postoje stroge specifieni pokazatelji
malipnosti irestrikeija lakih lanaca imunoglo-
bulina), za razliku od Tlimfoproliferacijskih bo-
lesti, gdje je plavni pokazatelj nekarakteristiéna
ckepresija ili odsutnost nekog stanitnog biljega,
gto s¢ ne mode uvijek utvrditi, Preliminarni rezul-
tati za skupinu Hodgkinove bolesti pokazali su
potpune neslaganje sa citomorfologijom, Sto bi se
moglo abjasgniti nepostojanjem odgovarajudeg pa-
nela protutijela za tu bolest.

08-8P2

OSJETLJIVOST PSA KAO TUMORSKOG
BILJEGA

Sensibility of PSA as a Tumor Marker

Pifkur V, Mendler 8, Wagner J.

Odjel zn medicinaki Mokemiju Klinifke balnice Osipek,
Osijek

Prostata specifiéni antigen (PSA) je kalikreinu
slitna serinska proteaza dije je glavno mjesto
izlecivanja epitel prostate. Odgovorna je za pro-
teolizu proteina koji stvaraju gel u sjemeno) be-
kuéini. Previadavajuéi imunodetektibilni oblik
PSA (UPSA) u serumu je povesan & a-l-antikimo-
tripsinom (ACT), ali PSA poataji 1 kao slobodni
nekompleksirani oblik (TPSA). Razvoj specifiénih
dijagnostickih testova amogudio je otkrivanje ra-
zliditih oblika PSA. Utvedeno je da je koncen-

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, he. 1-2, 1939
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tracijski omjer MPSAAPSA znatajno nidi u mu-
skaraca s kareinomem prostate nego kod onih s
benignom hiperplazijom prostate (BPH). Cilj rada
Je utvrditi mode li omjer razliéitih oblika PSA, tj.
indeks PSA, postati vaian dijagnostitki para-
metar koji ée pomodi u diferenciranju benignih i
malignih bolesti prostate & vedom specifitnodéu
smanjenjem lafno pozitivnih rezultata i poboljga-
ti prognozu bolesti,

08-8173

JEDNOSTAVNA METODA ODREDIVANJA
SLOBODNOG PROSTATA SPECIFICNOG
ANTIGENA (F-PSA)

A Simple Method for Determination of
Free Prostate Specific Antigen i(FPSA)

Crnokrak 8, Pauro M.
Centralid laboratonj Opén bolnlee Pula, Pula

Skupina autora iz Japana dala je prikaz nove,
jednostavnije metode za odredivanje slobodnog
proatata specificnog antipena (-PSA). PSA u
serumu dolazi u obliku stabilnog kompleksa s -
makroglobulinom (PSA-AMG) i « -antikimotrip-
sinom (PSA-ACT), te u slobodnom, nevezanom
abliku (-PRAL

Imunometrijsko odredivanje serumskog ukup-
nog PSA (t-PSA) ukljufuje odredivanje PSA-ACT
1 FPSA dok je PSA-AMG imunometrijski neod-
rediv. Nova, literaturno opizana metoda zasniva
g6 na imunometrijskom odredivanju FPSA, koji je
neogjetljiv na poviSenje temperature, za razliku od
PSA-ACT &ija se aktivnost uklanja zagrijavanjem.
Postupak ukljutuje zagrijavanje uzorka na 58 «C
tijekom 30 minuta. Tim se postupkem uklanja
FSA-ACT, a ostatni F-PSA s odreduje bilo kajim
testom za mjerenje t-PSA,

Ovim radom usporedili smo vrijednosti -PSA
dobivene uporabom sljedede dvije metode: metods
(A} ukljuéuje zagrijavanje, a potom edredivanje
f-PSA motodom za t-PSA (Coat-A-Count PSA
IRMA; DPC); metoda (B)- ukljuduje odredivanje
[-PSA (Coat-A-Count Free PSA IRMA, DPC),
Usporedili smo vrijednosti iz tri skupine uzoraka:
| skupina-t-PSA<4 ug/l. (n=75); Il skupina-t-
PSA= 4-10 ug/L (n=25, Il skupina-t-PSA>10 g/
L in=16).

Statistickom  obradom koja je ukljudivala
pravac regresije i koeficijent korelacije dobili smo
gljedede rezultate:

BIOUHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1599

al f-PSA, = 0777778 £PSA, + 0016667
r=0,7201,
b) f-PSA,, = 1,066947 FPSA . -
r=0,9373,
e} FPSA, = 1,013372 £PSA, + 0,114756
r=0 8945
Dobivent rezultati pokazuju da je ova nova
metoda brza, jednostavna i reproducibilna, $to je
€ini prihvatljivom i primjenjivom u svakom labo-
ratoriju koji odreduje ~PSA.

0005776

08-8/P4

PREOPERATIVNE VRIJEDNOSTI CA 15-3
U SERUMU BOLESNICA S
DOBROCUDNIM 1 ZLOCUDNIM
BOLESTIMA DOJEKE

Preoperative Serum CA 15-3 Values of
Patients with Benign and Malignant
Breast Discases

Biskup J, Deverié G, Petrinovic R,
Centralni laboratoriy Klinike za tumore, Zogreb

U Klinici za tumore ispitivali smo postoji i
korelacija izmedu razine biljega CA 15-3 u seru-
mu, patohistoledke dijagnoze (PHD) i koncen-
tracije hormonskih receptora kod balesnica s razli-
éitim tumorima dojke. Ispitivanje je obuhvatilo
463 bolesnica u dobi od 32 do 84 godine. Od tog
broja 38 bolesnica je imalo dobrodudne promjene,
a preostale 425 maligne. Raspon vrijednosti CA
15-3 kod dobro¢udnih promjena iznosio je od 6 do
30 JimL, sa srednjom vrijednodén 17 Jiml, dok je
kod malignih promjena raspon bio od § do 58 J/
mL a srednjom vrijednodéui 27 J/mL. Od ukupno
425 bolesnica s rakom dojke njih 216 imalo je
prodirenu bolest na regionalne limfne évorove, U
toj skupini povidene vrijednosti biljega imalo je
njih 61 (28%) - srednja vrijednost 69 J/mL, dok
se kod preostalih bolesnica (155) biljeg nalazio u
granicama referentnog raspona (1-28 J/'mL) sa
grednjom vrijednodéu od 16 J/mL.

Bez metastaza u regionalnim limfnim évoro-
vima bilo je 2089 boleanica, a povidene vrijednosti
biljega nadene su u svega 7,7% slutajeva (srednja
vrijednost 43 J/ml).

Ispitivanjem statisticke znatajnosti izmedu tih
dviju skupina ustanovili smo da postoji statisticki
znaéajna razlika u frekvenciji povidenosti razine
biliega (p=0.,01), dok izmedu koncentracije CA 15-
3 u serumu i koncentracije hormonskih receptora
u malignom thivu ta razlika ne postoji.

(i
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Posterska podsekcija: 08-10
Urodene greske u metabolizmu
Inborn Errors of Metabolism

08-10VP1

DIJAGNOSTIEA ORGANSKIH ACIDURLIA
PLINSKOM KROMATOGRAFLIOM-
SPERTROMETRIJOM MASA-
DVOGODISNJE ISKUSTVO
Diagnosis of Organic Acidurias by Gas
Chromatography- Mass Spectrometry

MMaradin M, "Fumed K, “Barid |,
IStadjenid- Rukaping A
Klinidki zaved za liborateryska dijagnostiku Medicinakeg
fakulteta Sveatildtn u Sagrebu | Blinkkog bolnitkog contra
Fagrob, Fagreb. "Klinlka Fdl]ltrljll Klinitkag balnitheg
cenlirm Iﬁgrrlr, LaErel

Organske acidurije su heterogena skupina na-
sljednih metabolifkih bolesti koja se odlikuje wrlo
garolikom klinifkom slikom s podetkom od intrau-
terine do odrasle dobd.

Prekomjerno nakupljanje 1 izlaivanje organ-
gkih kiselina nastaje rbog poremeéaja mnogih
metabalifkih putova. Najvedi ih broj je posljedicn
poremeéaja razgradnje aminokizelina, mitohon.
drijgkop metabolizma, ukljufupudy  oksidaciyu
masnih kiselina, te poremeéaja ketolize. Danas je
poenate vide od 60 razliditth poremedajn i njihovih
podtipova pa se ubragaje u skupinug najéeiéih, po
Fivot opasnih nasljednih poremedaga metabolizma.
Utestalost dijagnosticiranih sloénjeva je od spo-
raditmoge otkrivanjn u nedovaljno razvijermim sredi-
nama do 12000 Ziverodene djece u europskim
zemljama 2 dobro organiziranim programom se-
lektivnog traganja. Povrh toga, ved dio balesnikn
pataje nedijagnosticiran.

Analhiza organskih kiselhna provodi se u nas
plinskom kromatografijom-spektrometrijom masn
nakon ekstrakeije mokrafe etilacetatom 1 deri-
vatizacije uz BSTFA + 1% TCMS na DB 5 kapilar-
noj koloni, 30 m, 1D 0,250 mm. U protekle dvije
godine analizirano je 950 uzarakn | dijagnostici-
rano ukupna B erganskih acidurija: glutarna aci-
durija tip I, glicerolunja, 2 sluéaja 4-hidroksibu-
tiritne acidurije, 2-oksoglutarna acidurija, ketoli-
ticki defekt te 2 alkaptonurije. Pored odluéujudée
vrijednosti u dijagnosticn spomanutih bolesti pre-
traga je festo bila bitan smjerokaz u daljnjoj di-
jognostici drugih metabolitkih poremedaja.

Zakljufujemo da je analiza organskih kiselina
neophodna pretraga u dijagnostict brojnih nasljed-

78

nih metabolitkih bolesti. Broj otknvenih holesnika
mogao bi ge poveéati boljim odabirom uzoraka i
tjeinjom suradnjom lijefnika i laboratorijskog
osoblja.

08-10/P2

PRIKAZ SLUCAJA AKUTNE
BEABDOMIOLIZE

A Case of Acute Rabdomyolisis
Fisic E, Beljan B, Bili¢-Zulle L, Matica ./,

Pvornik 8.

Lavod za laberatorijehu dipagnestika Klinidkog holnidkog
contrn Rijokn, Hijokn

Akutna rabdomioliza (nekroticng polimiopa-
tijal je sindrom koji nastaje nakon infarkin ih
nekroze midiéa, uslijed alkoholizma, hipertermije,
naporne fizidke aktivoosti te nasljednih meta-
boliékih bolesti migién. Zbog opscinopg odtedon)a
mifiénog thiva, kataliticka koncentracija kreatin
kinaze u serumu doseie | do 200 puta veéu vri-
Jjednost od gornje granice referentneg rasponn.

Prikazan je slufsj mladiéa (21 godina)l kod
kojeg su se naken intenzivone sportske aktivnost
pojavili povidena Gelesnn temperatura, migalgién
bolovi u ditavem tijelu, gréevi u ohje natkoljenice
i tamno obojena mokraca, Laboratoripski nalazi s
pokazali izrazito visoke katahititke Koncentracijo
kreatin kinaze (CK), alanin i aspartat amino-
transferaze (ALT 1 AST) te aldolaze u serumu,

Katalititkn konventracija AST hila je 9, ALT 3,
LDH 2.5 te CK 110 puta veda od gornje granice
reforentnog raspona. Dva tjedna nakon izlaganja
fizickom noporu kataliticke koncentracije odredi-
vanih enzima bile su u padua, ali je jod uvijek ka-
talititka koncentracija ALT-a hila 2, CK 7 1 al-
dolaze 4 putn veda od gornje granice referentnog
raspon.

Utingena elektromiografija pokazala je zna-
kove primarnog odtedenja kontraktilne migiéne
supstance u avim analizicanim mifidima, S rad-
nom dijagnosom miopatije upuéuje s¢ v Veronu
{Italija) na biopziju midiéa. Nalaxi biopsije ukazu-
ju na mitehondrjsku enzimopatiju koja pri fizié-
kom naporu dovedi do rabdomiolize.

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br 1-2, 1989,
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08-10/P3

FENILKETONURIJA - PRIKAZ
VISEGODISNJEG PRACENJA TRI
BOLESNIKA

Phenylketonuria - Long - Term Follow-up
of Three Children

‘Kekié M, Duvornik 8, ‘Raéhi V.
“Eavod za javne wdravsive Primorsks.goranske Fupanijo,
Hijokn. "Lavod ea laboratorijako dijagnostiki Klinidkog
bolnitkog centrn Rijokn, Rijeka

Fenilketonuriju jo prvi opisno Folling 1934
godine sa simplomima tedke mentalne retardacije
i raznim neurslodkim promjenama, Uzrok jinj je
nedostatak  enzima fenilalanin-4-hidroksilaze.
Chvaj enzim katalizira prijelaz fenilalanina u tire-
gin. Pri rodenju se enzim jod ne stvara, ali se nor-
malno javija za vrijeme biokemijske diferencijacije
Jetre tijekom prvih dana Zivota, Zbog nedostatka
tog enzima, fenilalanin se intenzivnije metaboli-

zira transaminacijom u fenilpiruvat, koji se izlu-
tuje mokradom.

Ova metabolitka gredka nasljeduje se auto-
somno recesivio. Utestalost kod homozigota je
1:15000 novoredenéadi. Dijagnozu potvrduje povi-
fena koncentracija fenilalanina u serumu i pri-
sutnost fenilpiravata u mokradi. Pretrativanje na
fenilketonuriju provedi se odmah po rodenju, te
pe potrebi nakon nekolike tjedana Zivets, Rano
otkrivanje poremeéaja je od velike vaknosti jer je
odgovarajuéom prehranom, Koja sadrii amanjenu
kolitinu fenilalanina i koja se mora provediti ti-
jekom cijelog djetinjstva, mogude aprijeditl pojavu
simptoma bolesti,

U novije vrijeme bolest se potvrduje biakemij-
skom analizom gena koji su odgoverni za nasta-
nak bolesti.

U nafem radu prikazali smo povijest bolesti za
tri bolesnika kojima jo dijagnosticirana fenilke-
tonurija. Bolesnike smo pratili tijekom njihovih
kontrolnih dolazaka na kliniku te smo prikazali
karakterstitne laborntorijske rezultate.

Posterska podselkeija: 08-11
Organizacija rada MBL-a
Management of MEBLs

08-11/P1

PROCJENA BIOKEMLJISKOG
ANALIZATORA “OLYMPUS AU 640"

Evaluation of the Olympus AU 640 Clinical
Chemistry Analyzer

Serié V, Mendler S, Pighur V Vendora 2,
Wagner J.
Ohdjel za medicinsku biokemiju Klinithe bolnice Chadjek,
gijek

Olympus AL 640 je otvoreni, diskretni 1 se-
lektivan biokemijski analizator s 48 folometrijska
kanala, ednosno 51 ukoliko su ugradene | ISE.
Sustav je potpuno automatizivan i pripremljen za
rutinski i hitni program s moguéneséu manualnog
1 automatskog ponavljanja onih pretraga éje
vrijednosti su izvan granica linearnosti za pojedi-
nu analizu. Maksimalni kapacitet mu je 800 foto-
metrijskih analiza na sat, odnosno 1200 analiza
kad radi i elektrolite na 1SE. Olympus AU 640 ima
ugraden posebni STAT rotor s 22 pozicije tako da
STAT uzorak moze biti brzo analiziran u svako

BIOCHEMIA MEDICA god, 9, br. 1-2, 1999,

vrijeme. Evaluacija ovog aparata prema protokaly
European Committee for Clinieal La boratory
Standards (ECCLS) pokazala je da su viirijacije
u seriji 1 iz dann u dan bile ispod 4% za sve anali-
zirane Lestove. Kontrole su provedens koristenjem
komercijalnih kontrolnih seruma humanog pod-
rijetla Precinorm U 1 Precipath U firme Boehrin-
ger Mannheim. Nije postojalo znadajne prencienje
uzorak-uzorak ednosno reagens-reagens. Podaci o
interferenciji potvrduju poznatu &njeniou ubjecaja
hemolize, hiperbilirubinemije i lipemaje na rezul-
tate biskemijskih mjerenja. Napravljena je uspo-
redba rezultata wéinjenih na dva razlitita anali-
zatora ((ympus AU 640 i Hitachi 737). Oba apa-
rata gu kalibrirana istim kalibratorom C.flas
(Calibrator for sutomated system) firme Bochrin-
gor Mannheim. Za veéinu pretraga koristeni su
reagensi firme Olympus, osim za glukozu, alfa
amilazu, kreatinin 1 ukupni bilirubin gdje su ko-
rifteni reagensi firme Boehringer Mannheim. Kod
usporedbe dva aparata koristeni su uzorei bole-
snika. Padact su statistitki obradeni metodom po
Passingu i Babloku neparametrijskom regresij-
skom analizom. Usporedba je pokazala zadovolja-
vajuél koeficijent korelacije.

T8
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Treba istoknuti da Olympus AU 640, osim o
je bre, pouzdan i fleksibilan aparat posjeduje i i
pogodnosti &to se tite programske opreme, koje ga
¢ine pogodnim za rad u velikim laboratorijima.

05-11/P2

PROCJENA ANALIZATORA PRECISION
PCx ZA ODREDIVANJE GLUKOZE UZ
BOLESNIKA

Evaluation of the Precision PCx Analyzer
Used for Paint-of-Care Glucose Determin-
tini

Rumenjak V, Alpeza I, Juri¢i¢ Lj, Matejic V.
Klinitki zavod za laboratoriisku dijagmostiku Medicinskog
fakultets Sveutilitta u fagrebu i Khinkthkog holnifkog driitra
Zagreb, Lagreb

Odredivanje glukoze je najledéa analiza koja
so izvodi uz bolesnika, Moke se redi da je odredi-
vanje uz bolesnika zapotelo s odredivanjima glu-
koze, o potom se, zahvaljujuéi razvoju tehnike i
tehnologije, prodgirilo na ostale analize, U rodu je
prikazana analitifka procjena uredaja Precision
PCx za odredivanje glukoze u puna krvi. Anali-
zator je predviden za primjenu u bolnicama i mo-
gué je automatski prijenos podataka u labora-
torijaki informatitki sustav. Anahtitka progjena
vrdena je u usporedbi s analizatorom NOVA Stat
M (NOVA Biomedical). U ispitivanju utjecaja viso-
kog pl, na izmjerene vrijednosti glukoze Koridten
je analizator OLYMPUS AU 400. Ispitan je i utje-
cnj hematokrita (do 0,8 L/L) na mjerenje glukoze.
Rezultati procjene pokazali su dobru korelnciju s
analizatorom NOVA. S porastom pQ, postop po-
zitivan utjecaj kisika na izmjerene vrijednosti
glukoze. Vrijednosti hematokrita izmedu 0,2 do
0.6 L/L ne utjeéu na rezultate glukoze.

08-11/P3

ODREDIVANJE KATALITICKE
KONCENTRACIJE ¢-AMILAZE:
USPOREDEA METODA I ANALITICKA
PROCJENA MODIFICIRANE IFCC
PREPORUCENE METODE

Determination of c-Amylase Activity:
Method Comparison and Analytical Evalu-
ation of Modified IFCC Recommended
Method

"Kranjéec B, “Priljevié K, "Flegar-Megtric 2
Siftar Z, ‘Surina B.
iMedbcinsko-biokemijaki laboratori] Opde bolnice Tabak,
#abok, "Herbos Dijagnostika” do.o0., Sisak. “Zaved zn
klinitku kemijn Klinidke holmice " Merkur®, Lagreb

Za odredivanje katalititke koncentraeije e-ami-
laze postoji €itav niz meteda koje se temelje ns
djelovanju c-amilaze na razlicite polimerne sup-
strate. 1998, g IFCC (Skupina za enzime) je izdao
preporuku o metodi za oedredivanje a-amilage =
stiliden-4-nitrofenilmaltoheptaczidom (E-pNPGT)
kao supstratom, tj. etiliden blokirajuéi supstrat
(EPS).

Cilj ovog rada bila je analititka procjena 1 uspo-
redba metodn za a-amilazu s tri razhiéita supstra-
ta. Koristili amo modificiranu preporufenu meto-
du IFCC-a s E-pNPGT supstratom (“Herbos Dija-
gnostika”, Sisak, TR-1137) s nitom koneentracijom
E-pNPGT nego $to to preporucuje IFCC,. Uspo-
redna odredivanja izvriena su metodom 8 ben-
ziliden-4-nitrofenilmaltoheptaczidom  (PNPGT,
TR-1136) kao supstratom i direktnom metodom 8
2-kloro-4-nitrofenilmaltotriozidom (CNPG3) kao
supstratom (Olympus, Japan, OSR G106).

Katalititka koncentracijn c-amilaze odredi-
vana je na 37 *C na analizatoru Olympus AU-600.
Koridteni su svjeki i zamrznuti (-20 *C) humani
gerumi i komereijnlni kontrolni serumi humanog

podrijetla.

T-pi / {PG7 WL WG UL

NEPRECIZNOST i E-pRPGT LV PNPGT VL CNPGS UL
; zina 2

n o= B}

=S (KY %) x50 (KY &) xS (Y &)
Mepreciznml I B0 4 (0,8 EE£08 (1.5 ol (L9
u Eerifi I 41024 108 3BE=2.5 10,71 37811 (0.5
Nopreciznoat 1 §7=1.9 UEA SGxl A GR1D 025,06 18,1)
iz dana u dan | AZ0£19.3 (14.6) 420=12.5 {3.1) 43114, 1 43,30
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KETOCNOST
Canirml serum L1 Copirol seam L3 Preanerm E Preapath E Bostrolni serum N | Bonirolni seram A
Metoda Olyragem yreepees Bsebmanger Basbninger Hebon Herhaa
deilanoata | edmdena | dellanrans) cdredens (deklarirans| odredeta |debarimma| odesdens |deilar idiedima | dekliairana| sdredeny
el S0 | wi%odsb) | e=250 foiFedst)| w2250 | ciSodnl | =230 | wiesditd ax2SD | xiGodt) | ws2SD |xiedsd
EpNPGT
Herbea Tz 16" TEOLAL =St 4326050 10904 TAGET BRE-40 0 RMSRLN 4fsiE 4400 M= 192 (08
FRPFGTY
Hierhaa TE=16 BN M3 AZEIRE  LE2ele 1ITORS TiSedD XA 5421 40490 DMt 3310
CNPGE
Oy mepaam The15* T Hled RBEFED  11R=ld 12T701EA0  ARARN0 T AL
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Dobiveni rezultati o nepreciznosti, notofnosti,
kao i usporedno odredivanje prikazani su u tabli-
cama. Linearnost metode prema proizvodadima
reagensa je do 2000 U/L, &to je i eksperimentalno
potvrdend,

Modificirana metoda IFCC za odredivanje ka-
taliticke koncentracije a-amilaze jednostavna je i
brza, lako se primjenjuje u manualnom radu i u
radu na automatima,

08-11/P4

REZULTATI VANJSKE PROCJENE KAKVOCE
RADA KOAGULACIJSKIH PRETRAGA U
RAZDOBLIU OD 1994, - 1999, GODINE

Results of the National External Quality
Control Scheme for Coagulation Param-
olers: 19894- 1999

'‘Parag G, “Juretié D, 'Flegar-Mestrié Z,
Baved o klinatka kemiju Klinidke botnice “Merkar”, Zogreb.
Farmoceutsko-biokemijaki fakuliel Sveatiliiis v Aagreba,
Zoved ta medicinaku hiokemijo i hematolegiju, fagred

Povjerenstvo za vanjsku procienu kakvode rada
Hrvatskog druftva medicinskih biokemiéara od
1994, gedine ukljutuje odredivanje i koagulacij-
skih pretraga, protrombinskog vremena (PV) i
fibrinogena v uzorcima komercijalnih, liofilizi-
ranih, kontrolnih plazmi kas normalnih i pato-

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br 1-2, 1999,

loskih. Od 1997, godine u program je ukljuéeno i
edredivanje aktiviranog parcijalnog trombopla-
stinskog vremena (aPTV).

L' vanjskoj progjeni kakvode rada 1994, godine
sudjelovalo je 75 laboratorija, o 1999, ukljudens
Je 105 laboratorijn. U poéetku je koridtens manu-
alna tehnika izvodenja kongulacijekih protraga u
53% laboratorija, dok se danas automatski keagu-
lometar koristi u 72% laboratorija.

Fibrinogen se odreduje Clauss-ovom metodom
u #0% Ilaboratorija. Postotak zadovoljavajuéih
rezultata u neprekidnom je porastu (od 69% na
5% u zadnjem krugu kontrole), & medulabora-
torijeki koeficijent varijacije (KV) u kentinuira-
fnom padu (od 20,22 na 8,25%).

PV u pormalnoj plazmi, izrafen kao omjer
urorakmormalni uzerak (PR} daje vedi postotak
zadovoljavajucih rezultata i manji KV u odnosu
na rezultate izradene kao postotak | prikazanih o
tablici.

Y fwraken kno % Y taraden kao PR

}-i'uln:nnluu S el A zndove-

e KY lwvajuiih KY ljnvajudih

rierultmts rezalintn
=05 13392 Gl 7.40 70
11115 12.85 i 6.70 13
B H 1262 G4 550 Th
116 11.45 T8 fdd 71
187 510 By 469 T3
148 106D 6T 508 T4
11188 832 B0 546 Hi

Rezultat za PV u patoledkaj plazmi izrazava se
u INR. Uofena je tendencija koriStenja trombo-
plastina visoke ogjetljivosti (151 oko 1,2} koju prati
1 stalni porast zadoveljavajuéih rezultain prikaza-
nih u tablici,
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aPTV se odreduje u 29 od 105 laboratorija.
Rezultati se radi lakde usporedbe izraZavaju kao
omjer wzorak/normalni uzorak. KV sc kreée od
14,40 do 918 %.

Teéajevi trajne edukacije i kontinuirani ken-
takti laboratorija s organizatorom medulabora-
torijake procjene kakvode, kao 1 uvodenje auto-
matskih koagulometara, doprinijeli su standar-
dizaciji primijenjenih metoda i pobeljdanju rezul-
tata koagulacijskih pretraga.

08-117P5

REFERENTNI INTERVALI ELEKTROLITA
U NOVORODENCADI ODREDENI 1Z
PUNE KRVI METODOM DIREKTNE

POTENCIOMETRIJE

Whole Blood Reference Intervals for
Electrolytes in Newborns During the First
One to Three Days of Life

iPerkov S, 'Flegar-Mektrid Z, ”Sr;u-r i
iEaved a klinkku kemiju Klinidhe balnice “Merkar®,
Zayrebk, Wdaiek za neonatologljs Klinike za denske boleati §
porode Klinidke halnioe “Merkur®, Zagreb

Pratenje koncentracije elektrolita izuzetno je
vaino u prvom tjednu Zivota noverodenéadi, jer
ghog prilagedbe & fetalnog na neonatalni Zivet
dalazi do brzih promjena u homeostazi vode 1

clektrolita. Cilj rada bio je odrediti referentne
intervale za kalij, natrij, ionizirani kalcij i ionizi-
rani magnezij u punoj krvi zdrave novorodenéadi.
Koncentracije navedenih elektrolita odredene su
metodem direktne potenciometrije na Stat Profile
Ulira C analizatoru tvrthe “Nova biomedical”.
lspitivanjem je obuhvadens 73 potpunc zdrave
novoredentadi (37 dieéakn i 36 djevojéical u prva
tri dana #iveta, Rezultati neparametrijske stati-
stitke analize prikazani su u tablic 1. Testiranjem
razlika prema spolu primjenom U-testa (Mann-
Whitney), uz razinu znacajnosti p=0,05 nije utve-
dena statisticki znaéajna razlika za koncentracije
ispitivanih elektrolita (p>0,05) u punoj krvi zdrave
novorodenéadi. Linearnom regresijskom analizom
nadena je statistitki znadajna korelacija izmedu
tjedana gestacije | koncentracije natrija (r=0,232,
p=0,05), te izmedu porodajne duljine i koncen-
tracije joniziranog magnezija (r=-0,262, p<0.05).

Dobiveni referentni intervali sukladni su obja-
vljenim rezultatima drugih autora (1,2), te njihova
primjens emoguéuje medicingki  sdgovarajucu,
transverzalnu procjenu koncentracije kalija, na-
trija, ioniziranog kalcija i loniziranog magnezija
u urorcima pune krvi u novorodencadi.

1, Spell J, et al. Pedistrie reference range for arierin] pH
whole blestl electrolytes and ghicose. {Abstract) Clin
Choen. 19533511735,

4 ook LA, Minwest FI. Whaole blesd isniged magnesivm
in the healthy neonate. J Am Coll Nwtr, 1887, 16:151-3

Tablics 1. Beferentni intervali gn koncentrociye kalija, potrije, loniziranog kaleijn | ionkairnnog magneripn o pann ke edrove
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Ostale teme
Other Topics
ot Serumske vrijednosti imunoglobulina IgA, 1gG
ULOGA ECP-a U EVALUACIJI ASTME v IgM edredivane su u djece s astmom (u stanju
UZROKOVANE GRINJAMA akutne egzacerbacije astme) i pneumonijom. Kori-

Importance of ECP in Asthma Evaluation
Caused by Mites (Dermatophagoides
Pleronyssinus)

Linari¢ I, Zizié V. Lokar-Kolbas R.
Binkemipki lnborators) Klinike za djeje bolesti, Zagrob

Astma je kroniéna upalna bolest koju karakte-
rizira reverzibilna opstrukeija i hiperreaktivnost
difnih putova s infiltracijom tkiva mastocitima, T
limfocitima i eozinofilnim granulocitima. § obazi-
rom da je prevalencija astme u znafajnom pora-
stu, pesebno u razvijenim zemljama i predstavija
veliki zdravstveni, ali | ekonoemski problem, uka-
zala se potreba za preciznim laboratorijskim te-
stom koji bi se koristio u dijagnozi i prafenju bole-
snika s astmom. Razvijena je vrle asjetljiva imu-
nometoda (CAP-System) za odredivanje eozino-
filnog kationskog proteina (ECP) u serumu. ECP
Je visoko citotoksifan protein koji se nalazi u cozi-
nofilnim granulocitima, a izluéuje se aktivacijom
ecozinofila tijekom alergijske upale, posebice ast-
me. Kako bi se pokazalo kako je povecana koneen-
tracijn ECP-a u serumu u pouzdanoj korelaciji s
tetinom alergijske astme, a kao posljedica pove-
tane izlo2enosti prirodnim alergenima, pratila se
skupina od 60-cro astmatitne djece koja su u
sezonl grinjn -dermatophagoides pteronyssinus
(9.-12. mjesec) dolazila na pregled zhog pogordanja
bolesti. Kod njih je zabilje?ens nagle poveéanje
koncentracije ECP-a, uz stalno povideni ukupni
IgE 1 specifiéni IgE na grinje. Dobiveni rezultats
odredivanjn. ECP-a u podetku bolesti i tijekom
terapije kortikosteroidima ukazuju da je ECP
objektivan i izravan pokazatelj tefine bolesti i
utinka terapije,

08-12/p2

IMUNOGLOBULINT IgG, IgA i IgM U
DJECE 8 ASTMOM I PNEUMONLIOM

IgGi, TIgA and IgM Immunoglobulins in
Children with Asthma and Pneumonia

Krdlak J, Dodig 8, Ziveié J, Raos M.
Specijalnn bulpica za bolesti didnog sustava djece | misidebi,
Srebrnjak, Zogrob

BIOCHEMIA MEDICA god. 9, br. 1-2, 1999

stena je metoda radijalne imunodifuzije (RID plo-
e, Imunolodkeg zavoda, Zagreb). Krv za analizu
uzimana je pri prijemu djeteta u bolnicu, v vreme-
nu od 8 do 15 sati. Ispitano je 84 djece s astmom
u dobi od 2 do 14 godina i 201 dijete & pneumo-
nijom u dobi od 7 mjeseci do 8 godina fivota. Djeca
5 pneumonijom imala su povedane vrijednosti IgA
1 IgM u odnosu na referentne intervale i u odnosu
na djecu 5 astmom, a vrijednosti IgG bile su u
referentnim intervalima, Djeca s astmom imala su
vrijednosti IgA u referentnim intervalima, pove-
cane vrijednosti 1gM o djece & koinfekeijom, te
enatajno smanjene vrijednosti 1gG-a u ednosu na
referentne intervale. Razhidita serumska koncen-
tracya imunoglobuling u djece s astmom i pneu-
monijom posliedica je razliéitih etiologkih, pato-
fiziolodkih i klimi¢kih svojstava tih dvaju entiteta,

08-12/P3

PRIKAZ DVOSTRUKE ALBUMINEMIJE U
DVJEMA OBITELJIMA

A Case of Double Albuminemia in Two
Famillies

'‘Dodig 8, ‘Cepelak I, 'Benko B, 'Racs M,
Bronovié K.

1Specijalnn bolnica za boleatd didnog sustove diees |
miladedl, Srebrmjak. Yagrel "Farmoceutsko-biskemijaki
fkultet Sveutilidtn u Zngrebu, Zavod za medicinakn
biokemdfu § hematologiju, Zagreb. “Imunoloiki zaved,
fagreh

Znatajka bisalbuminemije je pojavljivanje dvi-
ju albuminskih frakeija pri elektroforetskom raz-
dvajanju proteina u serumu. MoZe se pojaviti kao
nasljedna osobina ili kao analiti¢ka interferencija
pri primjeni nekih lijekova, poglavito pemiciling.
Nasljeduje se dominantnim autosomnim genom.
Dvije frakeije albumina pajavljuju se u omjera 1:1.
Ukupna koncentracija bjelanéeving pritom nije
promijenjena, Nasljedna bisalbuminemija obi¢no
e otkriva slufajno, a nakon toga se ispituju i
ostali dlanovi obitelji. Nalaz bisalbuminemije u
clektroforezi seruma ili mokrade nije u pravilu
povezan uz neku patolofku promjenuy
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Prikazujemo dva slufaja u djece (u dobi 4,5
mjeseca i 15 godina) s respiracijskim infektom,
Postajanje bisalbuminemije potvrdeno je elektro-
forezom (brzi albumin imao je relativnu elektro-
foretsku pokretlivost 1,08 1 izoelektriénim fokusi-
ranjem u pH-gradijentnom gelu (pH 4.0 - 6,5).
Vieragjatne se radi o zamjeni samo jedne amino-
kiseline u molekuli albumina (toékasta mutacijal,
¢éime je izmijenjen naboj molekule. Na temelju
prikazanih rezultata pretraga koje smo nadinili
mogli bisme zakljufiti da albumin naden u Hrvat-
skoj ne pripada u literaturi opisanim varijantama,

08-12/14

KRATKOTRAJNI UZGOJ CFU-GEMM U
BOLESNIKA S IZRAZENOM
LIMFOCITOZOM

Short-term CFU-GEMM Culture in Pa-
tients with Pronounced Lymphocytosis

'‘Petrovedki M, *Rupidic M, "Pejiia V, ‘Kutec R,
‘Romic £, "Standié V.

Odjel za klinitko-laboratorijsku dijognostiku Klinidke
holmice Dubrava, Zagreh, "Klinktki zavod za laboratorijskn
dijngnostikn Medicinskog fakultetn Sveutilidta v Sagreba §

Klinitkog bolnitkog centra Zogrob, Zagreb. Ddjel 2a
hematalogie Klinitke bolnkes nalrava, Eagreb, ‘Institut
Buder Botkowic, fagreb. "Klinitka halnica “Sestre

milosrdnice”, Engrob

Kao standarni laboratorijski postupak odredi-
vanja brojnosti neusmjerenih krvotvornih matie-
nih stanica (CFU-GEMM, od engl. colony forming
umit, granelocvte-erythroid-monocyte-megakari-
ocyte) rabi se in vitro uzgoj stanica u polutekuéaj
podlozi 5 metileelulozom i dodatkom standardi-
riranih koncentracija fimbenika rasta. Matiéne se
stanice u tijeku dvotjedne inkubacije dijele i
diferenciraju, stvarajuéi kolonije koje se nativno,
pod malim poveéanjem (do 40x), diferenciraju kao
CFU-GM (granulocitno-monocitne), BFU-E (eri-
troidne, burst forming units) i CFU-GEMM.,

U standardizgiranom se postupku mononu-
klearne stanice (MNC) zasijavaju u kultivacijskoj
smjesi u koncetraciji od 100 MNC/mL. Brojnoat
neusmjerenih krvotvornih matiénih stanica u
zdrava odrasla éovieka procjenjuje se na 6 CFU-
GEMM/10* MNC (10.-90. percentila = 0-10) u
kostanaj srii, a 3 (0-6) CFU-GEMMA05 MNC u
perifernoj venskoj krvi (prosjeci izrateni medi-
janom mjerenja), U bolesnika s izragenom limfo-
citoxom taj broj moZe biti znatno smanjen.

U bolesnika & kroniénom limfocitnom louke-
mijom (KLL) izraZena je brojnost leukocita (lim-

Bd

focita) u kodtanoj srii i periferne krvi. Stoga smo
u ovom istrafivanju pokufali odrediti brojnost
CFU-GEMM u dijelu od ukupno 46 bolesnika s
dijagnozom KLL (23 muskaracn i 23 Zene pro-
sjeéne dobi 66 godina, u rasponu 37-78 god.). Broj
limfocita u periferiji bio je znatno povedan i 1Znosio
je prosjetno 34,6 (6,8-179,1VL. Zbog olekivanog
smanjenja adjela CFU-GEMM, uz standardnu
koncentraciju zasijavanja (10* MNC/mL kultiva-
cijske smjese) rabili smo i koncentraciju vedu za
pola logaritma (3, 4x10* MNC/mL) i kencentraciju
vedu za jedan logaritam (106 MNC/mL).

Brojnost CFU-GEMM u uzorcima kodtane sri
iznosila je 0 (0-2; N=24) CFU-GEMM/A0* MNC pri
osnovnoj koncentraciji zasijavanja, te 0.6 (0-1.9;,
N=19) i 0,6 (0,1-2,8; N=6) pri koncentracijama
vedim za pola i jedan logaritam (p=0,388; vrijed-
nosti u zagradi - 10. i 90, percentila mjerenja, te
broj obradenih uzoraka), Brojnost CFU-GEMM u
uzarcima periferne venske krvi iznosila je 0 (0-1;
N=21) CFU-GEMM/10* MNC pri osnovnoj koncen-
traciji zasijavanja, te 0,7 (0-1,9; N=21)1 1,1 (0,3-
5.4; N=9) pri koncentracijama veéim za pola i
jedan logaritam (p=0,035).

Rezultati kratkotrajnog uzgoia ukazali su da
je broj CFU-GEMM/MNC u bolesnika s KLL
prosjeéne nizi od broja u zdravih ljudi, i Stovide,
da se zasijavanjem u uobifajenaj koncentraciji od
10° MNC/mL esmjerene stanice CFU-GEMM nita
ne mogu dokazati, vierojatno zbog jako izragenog
udjela zlofudnog klona. Istraivanje je ujedno
pokazalo da s porastom koncentracije zasijavanja
raste brojnost dokazanih CFU-GEMM, ali stati-
atitki znatajno samo u perifernoj krvi. Rezultati
upuéuju na potrebu edredivanja podetne koncen-
tracije MNC pri ovakvom in vitro postupku.

08-14P5

UPORABNA VRIJEDNOST
TROMBOCITNIH POKAZATEL-JA

Usefulness of Platelet Indexes

'Lenicek-Krlega oJ, ‘“Zadro R, 'Nakic M,
'Huzjok N, ‘Bili¢ Zulle L,
Biavljenié-Rulbaving A
"Khinika za diedpe bolesti, Bagreb. "Klinitki zavod za
Inbaratorisku dijaghastikis Medieinakoy fakulteta

Sventilidta u Zagrebu i Klinitkog bolnkkey contra Zagreb,
Zapgreh "Taved za laborntorijakn dijagnoatikn Klinifkog

bolnitkog centra Rippkn, Rijekn

Velika varijabilnost tromboeitnih pokazatelja
kod razliéitih tipova hematolodkih brojaéa kao i
nedostatna ispitanost u razliditim bolesnim sta-

BIOCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1998,
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njima gotove ih je iskljufila iz wporabe medu
klinicara. Novija ispitivanja nastoje smanjiti ova
varijabilnost uvodenjem novih trombocitnih poka-
zatelja. Oni predstavljaju razliku izmedu izmje-
rene i ofekivane vrijednosti kao apsolutni braj, a
u nazive dobivaju podnaslov “ostatni® (npr
PDW__ ). U tom kontekstu posebno je vaino
ispitivanje moguénosti diferencijalne dijagnoze
trombocitoza i trombocitopenija.

U nagem radu pratili smo najiesée trombocitne
pokazatelje: broj trombocita (Tr, P1), srednji vo-
lumen trombocita (MPV), dirinu krivulje raspo-
djele po volumenu (PDW, te udio “velikih™ trom-
becita w izmjerencj populaciji (P-LCR) u tri
skupine ispitanika. Prva skupina su bolesnici &
opeklinama koje zahvadaju vide od 30% povrdine
tijela koji su razvili reaktivau trombocitozu i
imaju dijagnosticiran neki od oblika malignog
tumara 1 razvijenu trombocitopeniju. U tijeku
lije¢enja dobivali su transfuziju koneentrata trom-
bacita. Treéa, kontrolna skupina, su bolesnici s
ortopedskog odjela koji su primali transfuziju
pune krvi tijekom operacijskog zahvata. Kod njih
je broj trombecita bio u rasponu normalnih vri-
jednosti i nije dijagnosticirano ni jedno pozadinsko
patelodko stanje. Navedene trombocitne pokaza-
telje pratili smo neposredno prije 1 poslije tran-
sfuzije te sljedeceg dana. Svi bolesniei su djeca u
dobi od 1 do 16 godina.

Zadatak nam je bio utvrditi postoji 1i statisticki
znacajna razlika izmedu broja trombocita | nave-
denih trombocitnih pokazatelja prije i poslije
transfuzije, te izratunati “ostatne” vrijednosti istih
parametara. Njthovom usporedbom pokudali smo
zakljuéiti koji su podaci “upotrebljiviji® u klinié-
kom amislu.

Rezultati nadeg istraZivanja su pokazali da
postoji statisticki znadajna razlika izmedu broja
trombaocita u dvije skupine ispitanika inepara-
metrijska analiza varjjance po Fridmanu, uz ra-
zinu vjerojatnosti p<0,05), dok kontrolna skupina
ne pokaguje statistiéki znaéajnu razliku ni u
jednom ispitivanom parametru. MPV se statistizki
znadajno promijenio samo u skupini ispitanika s
opeklinama | razvijenom reaktivnom trombo-
citozom. Istovremens PDW ima p=0,07, a L-PCR
nema statisticki znaéajnu promjenu (p=0,339).
Onkoloski bolesnici s trombocitopenijom poslije
transfuzije koncentrata trombocita pokazuju zna-
tajnu promjenu jedino u broju trombocita.

lzradunavanjem istih parametara kao “ostat-
ne” vrijednosti i statistitkom obradom nije uoéena
drugatija statistitka znafajnost, te mokemo reci
da u ovom ispitivanju izmjerene i “ostatne” vrijed-
nosti imaju istu kliniéku “upotrebljivost”,

BIOUCHEMIA MEDICA god. 8, br. 1-2, 1999,
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DOES SEROTONINE BLOOD LEVEL
INFLUENCE SEPs WAVE COMPLEX IN
HEALTHY RATS ?

Da li koncentracija serotonina u krvi
utjefe na somatosenzorne evocirane
potencijale u zdravih Stakora ?

‘Bjegovié M, 'Slijeptevié M, *ligum V
WCidin-Seain L, ternej B,
‘Ruder Bodkovid Institute, Zagreb. "Clinieal Medical Center,
Bepartment of Neuralogy, Zagreh

We developed the computorized model of SEP
registration in experimental rodents which en-
abled us to repeat recording of SEP in the same
animal through one hour after 5 or 15 minute
intervals. Moreover, the SEPs of the same animal
were controlled again two months later. Averaged
SEPs from 40 registered single wave complexes
were stored to memory media with accessory ar-
ithmetical data for each amplitude and lateney
peaks. Two groups of healthy Wistar rate of both
sexes were examined. The first group of rats had
lower level of bleod serotonine (1.62+0.03 ng'mg
proteint and the second group had significantly
higher serotonine level (2.29+0.11 ng/mg). From
the abtained results it seems that the main cha-
racterictics of the SEP wave components in the
rats with lower blood serotonine level were mani-
festly altered. So, negative amplitudes (range
from 27 to 31 ms) were 1.8 to 2.3 fold the in the
rats with higher blood serotonine level. On the
ather hand, manifoldly higher positive peaks in
the range of 22 to 35 ms were observed in the rats
with lower blood serotonine lovel, Poak-to-peak
amplitudes N-18 to P-22 for the rats with higer
level of blood serotonine were shorter for about
30% and peak-to peak amplitudes for P-22 to N-
24 for the same group of rats were 56% shorter.
In conclusion, serotonine as an important neu-
rotransmitter in the peripheral and the central
part of nerve system obviously influcnce the shape
of SEP wave complex.

0s8-12P7
ODREDIVANJE KATALITICKE
KONCENTRACLIE PANKREATICNE AMILAZE
KOD AKUTNOG PANKREATITISA
Determination of Catalytic Concentration of
Pancreatic Amylase in Acute Pancreatitis
Corié J, Suljevi¢ E, Kalaji¢ A.
Institut za Klinitku kemifu i bickemij, Sarajevo, BiH
U svrhu bolje dijagnostike akutnog pankreati-
tisa odredivali smo aktivnost pankreatitne ami-
laze. Kontrolnu skupinu &inilo je 30 zdravih osoba.
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Obradeno je 25 bolesnika 8 dokazanim akutnim
pankreatitisom. Pankreatiénu amilazu odredivali
smo elektroforezom na agaroznom gelu § imuno-
kemijskom metodom sa selektivnom inhibicijom
salivarne amilaze (Bochringer Mannheim), Rezul-
tati aktivnosti pankreatiéne amilaze dobiveni
elektroforezom i imunokemijskom metodom su
medusobno usporedeni a dobiveni pravac regre-
gije v = 1,02 x +22.7 i koeficijent korelacije r = 0,97
pokazuju dobru korelaciju rezultata.

Ispitivali smo korisnost odredivanja pankre-
atiéne amilaze kod akutnog pankreatitisa. Dobili
smo da je osjetljivost odredivanja 92% Sto poka-
zuje dn odredivanje aktivnosti pankreatiéne ami-
laze doprinosi boljoj dijagnostici akutnog pankre-
atitida.

08-12/P8

ZNACAJ ODREDIVANJA PSA
The Importance of PSA Determination

Ppkié L, 'Mondugié A, *Uirabicic A, *Markié T
Medbcinghe-hlokemijski laboratorg, Split, "Klinkka
“SALLUS®, Split

Prostata specifieni antigen (PSA) je najznadaj-
niji tumorski biljeg u otkrivanju i pragenju lijede-
nja karcinoma prostate. Ushifajeni referentni ra-
spon za ukupni PSA iznosi 0 do 4 ng/ml.

Cilj rada je utvrditi kolika je vainost odredi-
vanja rating ukupnog i slobodnog PSA.

U vremenu od svibnja 1998, do lipnja 1993.
godine obradena gu 84 bolesnika urolodke klinike
“Galus” u dobi od 42 do 88 godina (X 64,6; 5D =
10,9 ng'ml) razlititih radnih dijagnoza.

Ukupni PSA odredivan je kod svih bolesnika,
a kod 10 bolesnikn odreden je i slobodni PSA.
 Dobivene vrijednosti za ukupni PSA iznosile su
¥ 3.9 8D =59 ng/ml (s izuzetkom kod 3 bolesnika
gije su vrijednosti iznosile 135, 247 i 542 ng/ml,
koje nisu statistitki obradene).

Vrijednosti slobodnog PSA kretale su se od 0.4
do 3.2 ng'ml (X 1,5; 3D = 0,8 ng/ml), odnogna 10.5
do 38,8% od ukupnog PSA.

86

Kod 26 bolesnika a hipertrofijjom prostate
inajveéa grupa) vrijednost ukupnog PSA iznosila
je X 4.4 ng/ml; SD = 5,0 ng/ml.

Kada se vrijednost ukupnog PSA korelirala s
podacima volumena prostate, dobiveni koeficijent
korelacije iznogi ¢ = 0,60, &to se slade s podacima
iz literature.

Na temelju dobivenih rezultats utvrdeno je da
ukupni PSA u kombinaciji & drugim parametrima
i dijagnostitkim postupcima omogutéava sigurno
uspostavijanje dijagnoee,

08-1 2P

USPOREDEA DVIJU METODA ZA
ODREDIVANJE UKUPNOG KAPACITETA
VEZANJA ZELJEZA

Correlation of Two Methods for the Detor-
mination of Total Iron Binding Capacity

Hunovié B, Nimac A
THjpspnostifki lnborator) Doma sdravlja “Centar”, Zagreb

U radu su usporedene dvije metode za mjere-
nje ukupnog kapaciteta vezanja feljeza: metoda
adsorpeije no magnezijhidroksikarbonat i metoda
na mikrokoloni.

Za usporedbu metoda wrete su dvije skupine
ispitanika: sa normalnim | sniZenim vrijednostima
hematolofkih parametara (koncentracijn hemo-
globina; broj eritrocita i eritrocitne konstante;
vrijednost hematokrita) 1 normalnim 1 snikenim
vrijednostima Zeljeza u seramu,

Precinorm i Precipath univerzalni kontrolmi
serumi tvrtke Roche Diagnostics, korifteni su kao
kontrolni uzored.

Rezultati usporedbe ove dvije metode na ugor-
cima seruma pacijenata, kao i na kontrolnim
serumima pekazali su debar stupanj pedudarmosti
i primjenjljivosti obje metode u rutinskom radu.

Jedina je razlika, a time 1 prednost metoda na
mikrokoloni u jednostavnosti i kradem vremena
izvodenja,
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