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SANTRAUKA

Laboratoriniy tyrimy kokybés gerinimas diegiant su IFCC suderintus
alaninaminotransferazés, aspartataminotransferazés, feritino ir kreatinino metodus

Tyrimas atliktas 2018-2019 metais Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro Biochemijos laboratorijoje. Darbo apimtis — 88 puslapiai, jame

yra 16 lenteliy, 40 paveiksly ir 114 literattros $altiniy.

Tyrimo tikslas — laboratorijos kokybés gerinimo tikslais jdiegti naujus su IFCC
suderintus alaninaminotransferazés, aspartataminotransferazés, feritino ir kreatinino metodus bei

jvertinti jy funkcionalumo charakteristikas.

Tyrimo metodika. 116 ALT ir 118 AST méginiy tirti be P5P ir su PSP metodais. 42
feritino meéginiai tirti turbidimetriniu ir mikrodaleliy chemiliuminescencinés imunoanalizés
metodais. 121 kreatinino méginys tirtas modifikuotu Jaffe ir fermentiniu metodais, apskaiciuotas
glomeruly filtracijos greitis. Metody palyginimas ir poslinkio jvertinimas atlikti su pacienty

meéginiais pagal CLSI rekomendacijas.

Svarbiausi rezultatai ir iSvados. ALT rezultaty poslinkis tarp metody buvo -27,5 proc.,
ALT metodo su P5P neglaudumo analizés duomenys atitinka zinomas biologinés variacijos
modelio charakteristikas pagal Westgard duomeny baze. AST rezultaty poslinkis tarp metody
buvo 24 proc., ALT metodo su P5P neglaudumo analizés duomenys atitinka zinomas biologinés
variacijos modelio charakteristikas pagal Westgard duomeny baze. Feritino rezultaty poslinkis
tarp metody buvo 14,8 proc., CMIA metodo neglaudumo analize nustatyta, kad metodo
charakteristikos atitinka gamintojo deklaruojamas charakteristikas. Kreatinino rezultaty poslinkis
tarp metody buvo 8,1 proc., fermentinio metodo neglaudumo analize nustatyta, kad metodas
charakteristikos atitinka gamintojo deklaruojamas charakteristikas. Naujai jdiegti ALT, AST,

feritino ir kreatinino metodai yra tinkami naudoti rutininéje laboratorijos praktikoje.

RaktaZodZiai: alaninaminotransferazé, aspartataminotransferazé, feritinas, kreatininas,

kokybé, IFCC, piridoksalio 5’-fosfatas, turbidimetrija, CMIA, Jaffe, fermentinis metodas, CLSI



SUMMARY

Improving the Quality of Laboratory Tests by Implementing IFCC Compatible Methods
for Alanine Aminotransferase, Aspartate Aminotransferase, Ferritin and Creatinine

The study was conducted in the year 2018-2019 at Biochemistry Laboratory, Center of
Laboratory medicine, Vilnius University Hospital Santaros klinikos. The volume of the paper is
88 pages, it contains 16 tables, 40 images and 114 references were used.

Research objective: to implement new IFCC compatible alanine aminotransferase,
aspartate aminotransferase, ferritin and creatinine methods for laboratory quality improvement
and estimate their performance characteristics.

Research methods. 116 ALT and 118 AST samples were tested without P5P and with
P5P methods. 42 ferritin samples were tested by turbidimetric and microparticle
chemiluminescent immunoassay methods. 121 creatinine samples were tested by modified Jaffe
and enzymatic methods, the glomerular filtration rate was calculated. The method comparison

and bias estimation using patient samples according to CLSI guidelines were performed.

Results and conclusions. The bias of ALT results between methods was -27,5%, the data
of the ALT method with P5P imprecision analysis correspond to the known characteristics of the
biological variation model according to the Westgard database. The bias of AST results between
methods was -24%, the data of the AST method with P5P imprecision analysis correspond to the
known characteristics of the biological variation model according to the Westgard database. The
bias of ferritin results between methods was 14,8%, the CMIA method imprecision analysis
established that the characteristics of the method correspond to the characteristics declared by the
manufacturer. The bias of creatinine results between methods was 8,1%, the enzymatic method
imprecision analysis established that the characteristics of the method correspond to the
characteristics declared by the manufacturer. The newly implemented ALT, AST, ferritin and

creatinine methods are suitable for use in the routine laboratory practice.

Key words: alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, ferritin, creatinine,

quality, IFCC, pyridoxal 5'-phosphate, turbidimetry, CMIA, Jaffe, enzymatic method, CLSI



SANTRUMPOS

ALT — alaninaminotransferaze

AST — aspartataminotransferazé

P5P — piridoksalio 5’-fosfatas

CMIA — chemiliuminescenciné mikrodaleliy imunoanalizé

IFCC — Tarptautiné klinikinés chemijos ir laboratorinés medicinos federacija

CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute) — Klinikiniy ir laboratorijy

standarty institutas

LDH — laktatdehidrogenazé

PMP — piridoksamino 5’-fosfatas

HBYV — hepatito B virusas

NADH — redukuotas nikotinamido adenino dinukleotidas

NO — azoto monoksidas

PSO (angl. WHO) — Pasaulio sveikatos organizacija

Ak — antiktinai

Ag - antigenai

sCr — serumo kreatininas

HbF — vaisiaus hemoglobinas

GFR — glomeruly filtracijos greitis

eGFR — apskaiciuotas glomeruly filtracijos greitis



HPLC — didelio nasumo skys¢iy chromatografija

IDMS — izotopy praskiedimo masiy spektrometrija

H20.— vandenilio peroksidas

NADPH — redukuotas nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas

GCMS - dujy chromatografija masiy spektrometrija

GC - dujy chromatografija

LCMS — skys¢iy chromatografija masiy spektrometrija

SD — standartinis nuokrypis

CV - variacijos koeficientas

NAD™* — oksiduotas nikotinamido adenino dinukleotidas

MDH — malato dehidrogenazé

IgG — imunoglobulinas G

CKD-EPI — 1étiniy inksty ligy epidemiologinio bendradarbiavimo lygtis

FER — feritinas

CR — kreatininas



1. IVADAS

Laboratoriné diagnostika yra sparciai auganti sritis, kuri reikSmingai lemia klinikiniy
sprendimy priémima, prisideda prie daugumos pacienty sveikatos sutrikimy prevencijos,
diagnozés bei terapinés stebésenos, tode¢l laboratoriniy tyrimy kokybé ir saugumas yra bitini
norint uztikrinti kokybiska ir saugia sveikatos priezitirg. Siekiant pagerinti laboratoriniy tyrimy

kokybe yra diegiami tarptautiniy standartizacijos programy patvirtinti metodai.

Matavimo metodai ir instrumentai, naudojami laboratorinéje medicinoje, ypac klinikinés
chemijos laboratorijose, daugiausiai gaminami dideliy tarptautiniy kompanijy. Sios jmonés yra
atsakingos uz $iy metody patvirtinimg specifiniams diagnostikos ar stebésenos tikslams [1],
taCiau laboratorijos yra atsakingos uz patikrinimg, ar metodo validavimo metu gautos
charakteristikos gali bati atkartotos praktinéje klinikinéje situacijoje. Praktikoje metodo
Isisavinimas paprastai apsiriboja metody eksperimenty palyginimu, siekiant nustatyti netiksluma

ir poslinkj, vykdomi pakartojimo eksperimentai siekiant nustatyti neglauduma [2].

Tyrimo metodas gali turéti reikSmingos jtakos gautiems tiriamy anali¢iy rezultatams,
todel siekiant kokybisky ir tikslesniy rezultaty Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro Biochemijos laboratorijoje buvo diegiami nauji
alaninaminotransferazés, aspartataminotransferazés, feritino ir kreatinino metodai, kurie yra
suderinti su Tarptautine Klinikinés chemijos ir laboratorinés medicinos federacija (IFCC).
Magistro baigiamojo darbo tyrimas buvo atliekamas vadovaujantis 1ISO 15189 ,,Medicinos
laboratorijos. Ypatingieji kokybés ir kompetencijos reikalavimai” standartu, siekiant issiaiskinti,

ar naujai diegiami metodai yra priimtini taikymui.

Darbo tikslas: laboratorijos kokybés gerinimo tikslais jdiegti naujus su IFCC suderintus
alaninaminotransferazés, aspartataminotransferazes, feritino ir kreatinino metodus bei jvertinti jy

funkcionalumo charakteristikas.
Darbo tikslui jgyvendinti iSkelti Sie uzdaviniai:

1. Jvertinti, ar naujai diegiamas ALT matavimo metodas su piridoksalio 5’-fosfatu
atitinka keliamus kokybés reikalavimus ir yra tinkamas taikyti rutiningje laboratorijos

praktikoje;



2. [vertinti, ar naujai diegiamas AST matavimo metodas su piridoksalio 5’-fosfatu
atitinka keliamus kokybés reikalavimus ir yra tinkamas taikyti rutininéje laboratorijos
praktikoje;

3. Ivertinti, ar naujai diegiamas chemiliuminescencinés mikrodaleliy imunoanalizés
metodas feritino nustatymui atitinka kokybés reikalavimus ir yra tinkamas taikyti
rutininéje laboratorijos praktikoje;

4. lvertinti, ar naujai diegiamas fermentinis metodas kreatinino nustatymui atitinka

kokybés reikalavimus ir yra tinkamas taikyti rutiningje laboratorijos praktikoje.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Serumo aminotransferazés

Aspartataminotransferazé (AST) ir alaninaminotransferazé (ALT) yra fermentai,
daugiausia randami kepenyse, bet jy galima rasti ir raumeny audiniuose, Sirdies lgstelése,
raudonuosiuose kraujo kiineliuose ir kituose organuose, pavyzdziui, kasoje ir inkstuose. Nors Sie
fermentai néra specifiniai rodikliai esant kepeny ligai, jie gali bliti naudojami kartu su Kitais
fermentais, kad buty galima stebéti jvairiy kepeny sutrikimy eiga. Normalus AST ir ALT
aktyvumas kraujyje yra nuo 5 iki 40 U/L. Sios vertés buvo pagrijstos populiacijy tyrimais, tadiau
yra pasirode teiginiy ne tik apie ALT virSutinés ribos ver¢iy sumazinimg, bet ir apie verciy
skirtumus tarp ly¢iy. Kai audinys ar organas, pavyzdziui, kepenys ar Sirdis, yra pazeidziami, j
kraujotaka patenka papildomi AST ir ALT kiekiai, todél fermento koncentracija padidéja. Dél
Sios priezasties AST ir ALT kiekis kraujyje yra tiesiogiai susijes su audiniy pazeidimo mastu. Po
sunkiy pazeidimy AST aktyvumas pakyla nuo 10 iki 20 karty ir yra didesné uz normalig, tuo
tarpu ALT aktyvumas gali siekti aukstesn;j lygj (iki 50 karty didesné nei jprastai) [3].

Remiantis AST ir ALT aktyvumo matavimu galima diagnozuoti dauguma kepeny ligy.
Klinikinése laboratorijose AST ir ALT aktyvumas serume paprastai nustatomas fermentiniu
tyrimu, kuriame transamininimo reakcija yra susieta su antrine reakcija, kuri mazina piruvatg |
laktatg per laktatdehidrogenaze (LDH) [4]. Taciau fermentinis metodas neparodo kepeny fibrozes
biikles. Tai gali salygoti klaidingg diagnoz¢ pacientams, sergantiems létinémis kepeny ligomis,
pavyzdziui, surieb&jusiy kepeny liga, ciroze ir hepatoceliuline karcinoma [5]. Tikslaus
diagnostinio metodo sukiirimas yra labai svarbus ankstyvam kepeny ligos nustatymui ir
tinkamam gydymui, nes pacientai daznai yra asimptomiai, kol jy kepeny biklé néra labai

pablogéjusi [6].

Esant daugeliui kepeny ligy serumo alaninaminotransferazés fermentinis aktyvumas yra
didesnis nei aspartataminotransferazés, kadangi ALT patekimui j cirkuliacija pakanka mazesnio
kepeny pazeidimo. AST ir ALT santykis (AST / ALT) kartais gali padéti nustatyti, ar kepenys ar
kitas organas buvo pazeisti. Siy fermenty aktyvumo santykis — tai de Ritis koeficientas.
Normaliai jis lygus 1,33 £0,42. Santykiui esant < 1 biidingas vidutinis kepeny pazeidimo laipsnis,

jei santykis > 1 ar dar blogiau, > 2, tai rodo sunky kepeny pazeidima, daznai su nekroze.
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Daugeliu kepeny pazeidimo atvejy AST / ALT santykis yra < 1 dél ilgesnio ALT pusinés
eliminacijos periodo. Taciau hemolizinés anemijos, miokardo infarkto, skeleto raumeny
pazeidimo, cirozés, létinio alkoholizmo ir makro-AST buvimo atvejais AST aktyvumas gali bati
daugiau kaip 3 kartus didesnis uz virSuting pamatiniy biologiniy veréiy ribg, kai ALT yra
pamatiniy biologiniy verciy intervalo ribose. Tai gali biiti nustatoma dé¢l daug didesniy AST
aktyvumy, kurias iSskiria kai kurios lastelés, pavyzdziui, raudonieji kraujo kiineliai, arba

iSsiskiriant fermentiskai neaktyviam ALT, létinio alkoholizmo ar cirozés atveju [4].

Ankstyvieji tyrimai parodé¢, kad didelis AST / ALT santykis gali buti naudojamas kaip
biologinis Zzymuo uzdegimo diagnozei [7]. Siuo metu gydytojai naudoja AST / ALT santykij
specifinéms kepeny ligoms diagnozuoti. Wong ir kiti [8] teigé, kad kombinuotasis AST ir
trombocity santykio indekso (APRI) ir AST / ALT algoritmas galéty pagerinti tikslumag
prognozuojant pazengusig kepeny fibrozg, todél diagnozuojant kepeny ligg gali biti naudingi

ALT ir AST fermentiniai matavimai pagal uzdegimo laipsnj.

2.1.1 Aspartataminotransferazé

Aspartataminotransferazé arba glutamatoksaloacetattransaminazé (GOT) katalizuoja L-
aspartato ir a-ketoglutarato reakcijg perneSant amino grupes, kur griZtamosios reakcijos metu

susidaro L-glutamatas ir oksaloacetatas (1 pav.).

o Q
HyM *1;.}_ ) o £
A - —CO W cos
Y+ )T N 4 )T
\ -:: \

[ ! - 7’
cos o .r'} ‘oo o /
Ol O
L-aspartatas a-ketoglutaratas Oksaloacetatas L-glutamatas

1 pav. AST katalizuojama reakcija [9]

Grjztamoji transformacija vykdoma dviem pusinémis reakcijomis, kurios pavaizduotos 2
pav. Pirmojoje piridoksalio 5’-fosfatas (P5P) reaguoja su L-aspartatu, kad suformuoty laisva
piridoksamino 5’-fosfata (PMP) ir oksalacetatg. Atvirkstiné pusiné reakcija su o-ketoglutaratu
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atkuria P5P fermentg ir gaunamas aminortugsSties produktas L-glutamatas. P5P reakcijoje

dalyvauja kaip katalizinis kofaktorius.

1) AST-P5P + L-aspartatas - AST-PMP + Oksaloacetatas

2) AST-PMP + a-ketoglutaratas =——= AST-P5P + L-glutamatas

2 pav. AST Kkatalizuota reakcija pasiekiama dvigubo poslinkio kataliziniame cikle [9]

AST pusines eliminacijos laikas yra 17 + 10 valandos. Moksliniams tyrimams daZniausiai

naudojama rekombinantiné kiauliy citozoline AST, i§gauta iS Sirdies.

Didziausias aspartataminotransferazés aktyvumas nustatomas Sirdies ir griauciy
raumenyse, Kepenyse, eritrocituose, mazas aktyvumas — odoje, inkstuose ir kasoje. Egzistuoja dvi
AST formos — mitochondriné ir citoplazminé, mitochondrijoms tenka 70 proc. AST aktyvumo, o
citoplazmai — 30 proc. Dél Sios priezasties lastelé turi buti labai pazeista, kad AST patekty |
tarplasteling erdve.

AST aktyvumas 5 ir daugiau karty gali padidéti esant virusiniam hepatitui, miokardo
infarktui, Gimiam pankreatitui ar Sokui. 3-5 kartus padidéjes aktyvumas nustatomas dél 1étinio

hepatito, nekrozés, raumeny distrofijos, traumos ar vaisty sukelto kepeny pazeidimo.

Nustatyta, kad makro-AST buvimas yra jtariamas asimptomiams pacientams, esant
pastoviam ir nepaaiSkinamam AST padidéjimui. Makrofermenty kompleksas suformuojamas, kai
imunoglobulinai (Ig) prisijungia prie cirkuliuojan¢iy fermenty arba kai fermentai savaime
susijungia ir suformuoja didelius kompleksus. Tai pristabdo paSalinimg i$ cirkuliacijos, todél
nustatomi gerybiniai fermenty aktyvumo padidéjimai. Makro-AST buvimg galima jvertinti

matuojant polietilenglikoliu (PEG) nusodinto AST aktyvumo kiekj [10].

2.1.2 Alaninaminotransferazé

Alaninaminotransferaz¢ arba glutamatpiruvattransaminazé¢ (GPT) yra aminotransferaze,
kuri katalizuoja amino grupiy perkeélima i§ L-alanino | a-ketoglutarata, o gauti produktai yra L-

glutamatas ir piruvatas. ALT yra fermentas, kuris daugiausia yra agreguotas hepatocity citozolyje.
12



ALT sudaro 496 aminorgitys, jos pusinés eliminacijos laikas yra 47 + 10 valandos. Sis
fermentas koduojamas ALT geno, kuris yra 8 chromosomos ilgajame petyje [11]. ALT lasteliy
daugiausia yra citoplazmoje, todél pazeidus lastelg Sis fermentas greitai patenka j tarplasteling
erdve ir jo aktyvumas kraujo plazmoje padidéja. ALT dalyvauja daugelyje lasteliy procesy,
jskaitant glikolize, gliukoneogeneze, aminoriig§ciy apykaitg [12].

NH, HOOC— o ALT HOOC—,  NH: O
pN + — - ; M
HyC~ "COOH COOH COOH HsC™ "COOH
L-alaninas a-ketoglutaratas L-glutamatas Piruvatas

3 pav. Transamininimo reakcija, katalizuojama alaninaminotransferazés [13]

ALT randama inkstuose, Sirdies ir griau¢iy raumenyse, kasoje, bluznyje, riebaliniame
audinyje, zarnyne, prostatoje ir smegenyse, ta¢iau ALT aktyvumas Siuose organuose yra daug
mazesné nei kepenyse [6]. ALT aktyvumas kepeny lastelése yra mazdaug 3000 karty didesnis uz
ALT aktyvumag serume. Eritrocituose ALT akyvums yra 6 kartus didesnis, lyginant su aktyvumu

serume.

Siuo metu ALT matavimas yra ne tik pla¢iai naudojamas nustatant kepeny ligy, turinéiy
akivaizdziy klinikiniy simptomy, paplitima, vystymasi ir prognoze¢, bet ir nurodo bendra
sveikatos biikle [6]. Kepeny lasteliy pazeidimas pasireiskia padidéjusiu alaninaminotransferazés
aktyvumu serume prie§ atsirandant klinikiniams simptomams ir poZymiams, pavyzdziui, geltai ar
esant begeltei hepatito formai. ALT aktyvumas iki 20 karty gali padidéti esant bet kokios kilmés
hepatocity pazeidimui ar jy nekrozei. Sio fermento aktyvumas taip pat nezymiai gali padidéti
esant griau¢iy raumeny traumoms, miokardo infarktui, pankreatitui ar hemolizinei anemijai. ALT
aktyvumga taip pat gali padidinti hepatotoksiniai ar cholestaze sukeliantys preparatai, tokie, kaip

nikotino riigstis, barbitiiratai, penicilinas ar aspirinas.

Virusing hepatito infekcija yra pagrindiné arba antriné prieZastis, dél kurios padidé¢ja ALT
aktyvumas. Liaw ir Kiti [14] apras¢é ALT aktyvumo svyravimus hepatito B viruso (HBV)
infekcijos metu. ALT aktyvumas yra labai svarbus gydymo atrankos ir HBV infekuoty pacienty

prognozés vertinimo rodiklis. Nepaisant to, egzistuoja ir jvairiis prieStaravimai. Lai ir kiti [15]
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pranes¢ apie reikSminga fibroze ir uzdegima 37 proc. pacienty, uzsikrétusiy HBV, esant

normaliam ALT lygiui.

Kai kurie demografiniai veiksniai, tokie, kaip lytis ar amzius, gali keisti ALT lygius
bendroje populiacijoje [16,17]. ALT aktyvumas vyry méginiuose nustatomas didesnis nei motery.
Kai kurie mokslininkai ALT lygiy skirtumus lyties pagrindu priskiria vyry ir motery
hormoniniams skirtumams [16]. Kitame tyrime, kuriame buvo sieckiama jvertinti amziaus jtakg
ALT aktyvumo svyravimams, nustatyta, kad su amziumi ALT aktyvumas mazé&ja. Sie poky¢iai

grafiskai pavaizduoti 4 pav. ir 5 pav.

01"
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4 pav. AmZiaus poveikis ALT aktyvumui vyry populiacijoje [17]
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Be to, dé¢l kepeny vaidmens reguliuojant sisteminj metabolizmg ir apsaugant organizma
nuo cirkuliuojanc¢iy endogeniniy ir egzogeniniy toksiny, bet koks su amziumi susijes kepeny
funkcijos pokytis turi jtakos su amziumi susijusioms bukléms ir ligoms, tod¢l mazas

cirkuliuojan¢ios ALT aktyvumas gali atspindéti kepeny senéjima [18].

Taip pat nustatyta, kad kai kuriy fiziologiniy veiksniy poveikis yra susijes su ALT
aktyvumu serume. Ekstremalus fizinis kraivis gali sukelti trumpalaikj, grjztamajj ALT padidéjima.
Daugelis autoriy alaninaminotransferazés padid¢jimg po fizinio kriivio priskiria raumeny

pazeidimo rodikliui [19,20].

Pernelyg didelis alkoholio vartojimas yra dar viena priezastis, dél kurios ALT aktyvumas
padidéja. Alkoholio vartojimas dideliais kiekiais yra antra, po hepatito C viruso infekcijos,
priezastis, kodél padidéja alaninaminotransferazés koncentracija [21]. Taciau alkoholio jtaka
ALT aktyvumui priklauso nuo vartojimo dozés ir laiko. Lengvas ir trumpalaikis alkoholio
vartojimas nejrodo reik§mingo ALT padidéjimo suaugusiems [22]. Taciau jdomu tai, kad kavos
vartojimas gali buti kaip apsauginis veiksnys pries ALT pakilimg. Lee ir kiti [23] kofeino

apsauginj poveikj priskiria jo antioksidaciniam aktyvumui.

Net laboratorinis metodas ir paros svyravimai gali turéti jtakos ALT lygiams. C&doba ir
Kiti [24] stebéjo ALT aktyvumo cirkadinj pokytj pacienty, serganéiy létinémis kepeny ligomis, ir

nustaté, kad maziausia reikSmé nustatoma 4 val. ryto, o didziausia — 16 val. popiet.

Trumpai apzvelgus galimus veiksnius, kurie lemia ALT aktyvuma, kyla klausimas, kokiy
atitinkamy priemoniy reikia imtis gydytojui, kai jis susiduria su pacientais, kuriems nustatomi
ALT pakitimai? Buvo sukurta srauto diagrama, skirta padéti gydytojams gydyti suaugusiuosius,
turinCius padidéjus; ALT aktyvumg. Kai ALT lygis sumaZzéja iki itin Zemo, ypa¢ vyresnio
amziaus zmonéms dél pagreitéjusiy senéjimo ir 0rganizmo silpnéjimo procesy, po kuriy sumazéja
kepeny dydis ir susilpnéja kepeny kraujotaka, sitiloma atlikti ultragarsinius ir kompiuterinés
tomografijos (KT) tyrimus, kad buty galima vizualiai jvertinti kepeny metaboling funkcijg. Kai
ALT lygis yra padidéjes ir virS$ija normalig pamating verte, reikéty tirti daZniausiai pasitaikancias
ALT pakilimo priezastis, jskaitant virusinj hepatita, piktnaudziavimg alkoholiu, ilgalaikj vaisty
vartojimg, metabolinio sindromo komponentus ir kitus kepeny funkcinius rodiklius. Maziau

paplitusios ALT padidéjimo priezastys, jskaitant hemochromatozg, autoimuninj hepatita,
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celiakija ir raumeny suzalojimag, turéty bati nustatytos tada, kai pirmiau nurodyti patikrinimo

rezultatai yra neigiami [13].

2.1.3 Piridoksalio 5’-fosfatas ir jo reik§mé aminotransferaziy tyrime

Piridoksalio 5’-fosfatas (P5P) — biologiskai aktyvus chromoforinis kofaktorius, gautas i$
piridoksino, yra vienas labiausiai paplitusiy gamtoje randamy kofaktoriy, katalizuojanc¢iy apie

140 skirtingy tipy biocheminiy transformacijy [9].

OH NH,

OH

HO R H,0,PO Py
~ ~
N N

Piridoksinas Piridoksalio 5'-fosfatas Piridoksamino 5'-fosfatas
(P5P) (PMP)

8 pav. Vitamino Bs grupé [9]

Piridoksinas — labiausiai paplitusi vitamino Be forma ir vartojamas kaip maisto papildas.
Piridoksalio 5’-fosfatas yra dazniausiai aptinkama forma vykstant metabolizmui, o piridoksamino
5‘-fosfatas yra privalomas tarpinis produktas aminotransferaziy dvigubo poslinkio reakcijoje [9].
Dabar gerai zinoma, kad piridoksalio 5’-fosfatas padidina katalizinj apoaminotransferaziy
aktyvuma. Sio kofermento dalyvavimas AST reakcijoje buvo pasiiilytas Kritzmano jau 1939 m.
[25]. ALT ir AST reikalingas P5P kofaktorius (aktyvuotas vitaminas Bs), kad biity pasiektas

visiSkas fermentinis aktyvumas.

Tyrimai, kuriuose buvo stebimas P5P panaudojimas in vitro, parodé, kad serumo
aminotransferazés yra nepilnai prisotintos P5P. Sis skirtumas ypa¢ isry$kéja tiriant skirtingy
Saltiniy AST (kepeny lyginant su Sirdies; citoplazming lyginant su mitochondrine). I krauja
atsipalaidavusios aminotransferazés susideda i§ visiSkai aktyviy formy, prisotinty P5P

(holofermenty) ir neaktyviy formy be susieto P5P kofaktoriaus (apofermenty) [26]. Piridoksalio
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5¢-fosfatas pridedamas ] reagento miSinj, siekiant uztikrinti apofermento prisotinimg Siuo
kofermentu. Piridoksalio 5°‘-fosfato i$skyrimas ir rekombinacija su alaninaminotransferazés
apofermentu  skiriasi nuo aspartataminotransferazés. PaSalinus piridoksalio 5°-fosfata
alaninaminotransferazé yra nestabili, prieSingai nei aspartataminotransferazé, kuri iSlicka gana
stabili. Taciau sunku atskirti piridoksalio 5°-fosfatg nuo fermento, pavyzdziui, dializés badu, nes
suri§imas yra stiprus [27]. Si priklausomybé nuo P5P siekiant maksimalaus aktyvumo yra
didesné ALT, palyginus su AST, dél to, kad zmogaus kraujo serume yra santykinai didesnis ALT
apo- ir holofermenty santykis [26].

Tyrimai, kuriy metu yra pridedama P5P, konvertuoja apofermentg serume j fermentiskai
aktyvig formg, maksimaliai padidindami baltymo aptikima, o tyrimai be P5P matuoja tik
holofermento frakcija. Tyrimai be P5P reagento lemia neapibrézta apofermenta, todél gali
nepakankamai jvertinti aminotransferazés baltymy kiekj. Tarptautiné klinikinés chemijos ir
laboratorinés medicinos federacija (IFCC) rekomenduoja jtraukti P5P j jy referentines procediiras,
skirtas optimaliam ALT ir AST matavimui. Matuojant fermenty aktyvuma esant PSP pertekliui
yra pasalinami trukdantys kintamieji [28]. Ta¢iau 2013 m. Amerikos patology kolegijos atliktame
tyrime nustatyta, kad mazdaug 50 proc. apklausoje dalyvavusiy laboratorijy buvo nesuderinamos
su IFCC etaloninémis procediromis, susijusiomis su reakcijos misinio sudétimi (pridéjus P5P)
ALT ir AST aktyvumui matuoti. Skirtumai buvo pastebéti ir tarp gamintojy: tik apie 5 proc.
Roche analizatoriy naudotojy atliko tyrimus su P5P papildomu kiekiu, taciau didzioji dalis

»Slemens® gamintojo analizatoriy naudotojy §j tyrimg atlikinéjo su P5P papildomu kiekiu.

Mills ir kiti [10] atliko tyrima, kuriame buvo remiamasi dviem biidais norint patvirtinti,
kad pacienty tyrimy rezultaty neatitikimai buvo gauti dél P5P papildymo skirtumy. Pirmiausia,
AST ir ALT buvo iSmatuoti naudojant ,,Beckman AU5432 analizatoriy, kuris néra papildytas
P5P, su ir be egzogeninio P5P. Egzogeninis P5P padidino AST aktyvumg nuo 11 iki 186 U/L
(1690 proc. padid¢jimas). ATL aktyvumas padidéjo nezymiai, nuo 25 iki 300 U/L (20 proc.
padidé¢jimas). Antrasis biidas — jvertinti pacienty vitamino Be biukle, naudojant skysciy
chromatografijg-tandeming masiy spektrometrija (LC-MS/MS), norint apskaiciuoti du vitamino
Bs vitamerus: P5P (4 ug/L; pamatiniy biologiniy veréiy intervalas (RI) 5-50ug/L) ir piridoksino
ragéti (<2ug/L; RI 3-30pg/L). Sie rezultatai patvirtina, kad pacienty AST rezultatai buvo

nejprastai mazi, tyrimg atliekant be P5P papildymo ir esant vitamino Be deficitui.
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Salygos, kurios, kaip Zinoma, daro poveikj piridoksino kiekiui organizme, yra mitybos
nepakankamumas, susilpnéjusi absorbcija, jgimti metabolizmo sutrikimai ir ilgalaiké hemodializé.
Atliekant toksisSkumo tyrimus nustatyta, jog ilgalaiké anoreksija, toksiSkumas virskinimo trakte ir

ksenobiotikai gali sukelti piridoksino trikumg [29].

Be to, yra daug veiksniy, daranciy jtakg kofermento susijungimui su abiem apofermentais.
Tarp $iy veiksniy yra buferiné sistema, pirminio inkubavimo trukmé, kofermento koncentracija ir
temperatiira. Tiriant temperattirg konvertuojancig faktorius fermentams, suzinota apie skirtumus
tarp AST ir ALT temperatiiros santykio, nustatyto nesant arba esant piridoksalio 5'-fosfatui. Jung
ir kiti [30,31] nustaté piridoksalio 5'-fosfato jtaka AST ir ALT temperatiiros santykiams. 25°C
temperatiiroje pastebétas mazesnis katalizinio aktyvumo padidéjimas nei esant 45<C, kai reakcija

buvo vykdoma dalyvaujant piridoksalio 5'-fosfatui.

2.1.4 Naudojami tyrimo metodai

Automatizuoti cheminiai analizatoriai, naudojantys spektrofotometrinius metodus,
jvertina Siy fermenty aktyvuma. Kolorimetriné analizé buvo palaipsniui pakeista
spektrofotometrine analize nuo 1950 m. dél jos ribotumo. Tuo tarpu spektrofotometriniai
matavimai turi akivaizdziy privalumy, pavyzdziui, nepertraukiamas tyrimas ir platus matavimo
diapazonas [32]. Yagi ir kiti [32] pristaté fermentinj AST tyrima. Jie nustaté a-oksoglutarata,
susidarant] transamininimo tarp L-glutamato ir oksalacetato sistemoje, susietoje su
hidroksiglutarato dehidrogenaze ir nikotinamido adenino dinukleotidu (NADH), po absorbcijos
sumazéjimo esant 340 nm bangos ilgiui. Sis metodas leido tiksliai nustatyti pradinj reakcijos
greitj, kuris buvo proporcingas fermento koncentracijai. Phillip ir Graham [34] stebéjo
spektrofotometriny AST aktyvumg, matuodami NADH oksidacijg esant 340 nm bangos ilgiui.
Taciau spektrofotometriné analizé nesuteikia patikimy rezultaty, kai serumas yra lipeminis arba
ikterinis, arba yra hemolizés produkty, kurie yra dazni klinikiniuose méginiuose [35].
Aminotransferazéms reikalingi visi analizés aspektai tinkamose salygose, kad baltymai veikty

optimaliu lygiu. AST ir ALT matuojamas 340 / 410 nm bangos ilgyje.

Komerciniai pardavéjai skiriasi tuo, ar jie sitlo PSP papildytus ar nepapildytus reagentus

AST ir ALT matavimams. Piridoksalio 5-fosfato kofaktorius reikalingas pilnam
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aminotransferaziy fermentiniam aktyvumui. Kadangi individualiis asmenys gali turéti skirtingg
endogeninio P5P lygj, optimizuotuose aminotransferaziy tyrimuose su automatiniu
analizatoriumi j reagentg pridedama P5P, kad biity i§vengta Siy serumo baltymy nepakankamumo.
Aminotransferaziy tyrimas néra standartizuotas, o diagnostinés laboratorijos turi a priori
galimybe pasirinkti, kaip atlikti aminotransferaziy rutininius tyrimus — su P5P kofaktoriumi arba
be jo [36].

IFCC rekomenduoja, kad laboratorijos papildyty AST ir ALT tyrimus P5P, taip
uztikrinant, jog pacienty méginiuose biity matuojamas didziausias galimas katalizinis aktyvumas.
Reagentas papildomas kofermentu padidina ALT aktyvumg normaliame serume 20 proc., o AST
aktyvumas padidéja net 50 proc. Pacienty serumo méginiuose gali biiti pastebimi didesni
poky¢iai tarp PSP papildyty ir nepapildyty tyrimo rezultaty, kai piridoksalio 5’-fosfato kiekis yra

mazas dél vitamino Be trikumo organizme [10].

2.2 Feritinas

Feritinas — baltymas, kurj 1937 m. identifikavo pranctizy mokslininkas Vilén Laufberger,
i§ arklio bluznies iSskyres naujg baltymg, kuriame buvo iki 23 proc. sausosios gelezies svorio
[37]. Jis yra gelezies saugojimo baltymas, kuris pasizymi gebéjimu kaupti ir saugoti iki 4500
gelezies atomy. Tai daugiafunkcinis baltymas, kuris vaidina svarby vaidmen; geleZies saugojime
ir metabolizme. MaZas kiekis yra susijes su gelezies truikumu, o didelé koncentracija nustatoma
esant hemosiderozei, hemochromatozei ir 1étiniams uzdegiminiams sutrikimams [38]. Pamatinis

biologiniy verciy intervalas moterims yra 13 — 150 pg/l, o vyrams — 30 — 400 pg/l.

Feritinas pats savaime yra apvalkalo baltymas, kuris savo Serdyje sekvestruoja gelezj.
Apvalkalas susideda i§ 24 subvienety su skirtingu santykiu sunkiyjy (H) ir lengvyjy (L) grandiniy
feritiny, koduojamy atitinkamai FTH ir FTL geny, kurie yra 11 ir 19 chromosomose ilguosiuose

peciuose [39].

Svarbu tai, kad skirtingi subvienetai turi skirtingas funkcijas — H-feritinas turi
feroksidazinj aktyvuma, kuris reikalingas oksiduoti dvivalente gelezj (Fe®") j trivalente (Fe**), o
L-feritinas turi riigSciy likuciy ant baltymo pavirSiaus ertmiy, kurios palengvina feroksidazes

veikimg ir yra labai svarbios trivalentés gelezies formavimuisi visiSkai suformuoto baltymo
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Serdyje. Pirminé Siy 24 aminortigSciy funkcija buvo apriboti ekstralgstelinés ir citozolinés
gelezies naudojimg ir saugoti $ig gelezj baltymo Serdyje, kad lastelé galéty ja panaudoti ateityje.
Tai funkciskai apsaugo nuo kenksmingy reaktyviojo deguonies risiy (ROS) susidarymo vykstant
Fentono reakcijai. Daugelis pastaryjy deSimtmeciy perziiiry sutelké démesj j jvairius normalios

feritino biologinés funkcijos aspektus ir jos reguliavima, susijusj su gelezies homeostaze [40,41].

FTH / FTL santykis yra audiniui ir situacijai specifinis bei dinamiskai reguliuojamas.
FTH padaugéja uzdegimo metu. Nors Sis procesas yra neiSsamiai suprantamas, tai greiciausiai
susije su FTH / FTL diferencine veikla; abu tipai saugo gelezj, bet FTL tai daro lengviau ir yra
gausesnis audiniuose, tokiuose, kaip kepeny ar bluznies. Jo sunkiosios grandinés dublikatas,
daugiausia randamas S$irdyje ir inkstuose, padidino feroksidazés aktyvuma, konvertuodamas
dvivalente gelezj 1 inerting trivalentg gelezies forma, sustabdydamas oksidacinj stresa. Nors FTL
efektyviau saugo gelezj, reikalingas bent vienas FTH subvienetas gelezies jkrovimui j feritino

apvalkala, ir tikétina, kad visi feritino multimerai turi dalj kiekvienos formos [39].

2.2.1 Feritino dalyvavimas uZdegiminiame procese

Santykinei FTH ir FTL subvienety santykiy ekspresijai turi jtakos uzdegiminé aplinka.
Citokinai ir parakrininés signalinés molekulés, tokios kaip azoto monoksidas (NO), padidina
santykinj FTH kiekj [42], todél padidéjes feritino kiekis serume klinikiniu poziiiriu jau seniai
laikomas @imios fazés uzdegimo Zymeniu. Padidé¢jes feritino kiekis serume taip pat koreliuoja su

padidéjusiu prieSuzdegiminiu citokiny lygiu [43].

Lasteliniu lygmeniu makrofagai veikia kaip pagrindiniai gelezies surinkéjai,
fagocituodami pasenusius raudonuosius kraujo kinelius [44]. Si homeostazés funkcija yra ypad
aktuali esant uzsitgsusiam uzdegimui, kai raudonyjy kraujo kiineliy pusinés eliminacijos laikas

yra ribotas, o fragmentai yra gausesni.

Kai zmogaus makrofagai yra veikiami laisvu hemoglobinu, jie pernesa hemoglobino-
haptoglobino (Hb-Hp) kompleksus per CD163 receptoriy sukelta vélesne endocitoze, taip
sukeldami transkripcinj antioksidacinj atsaka, kuris padidina feritino kiekj [45]. 9 pav.
vaizduojama, kaip makrofagai tiesiogiai fagocituoja pasenusius raudonuosius kraujo kunelius

(RBC), taip pat prisijungia Hb-Hp kompleksus per CD163 receptoriy sukelta endocitozg. Tai
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leidzia makrofagui perdirbti gelezj veikiant fermentui hemo oksigenazei 1 (HMOXI).
Hemoglobinas yra suskaidomas } biliverding, anglies monoksida (CO) ir laisvaja gelezj, esancia
labiliame geleZies baseine. Tuomet §i gelezis gali biti jtraukta j intralgstelinj feriting, neleidziant
susidaryti toksiskiems laisviesiems radikalams. Susidarius gelezies ir feritino kompleksui, jis yra

stabilus ir gali baiti transportuojamas j plazmos cirkuliacija arba biiti saugomas [46].

Serumo feritinas
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9 pav. Feritino dalyvavimas RBC gelezies homeostazéje [46]

Feritino sintezg reguliuoja jvairts oksidantai ir antioksidantai, tokie, kaip glutationas, NO
ir kitos reaktyvios deguonies riifys. Sios homeostazés funkcijos sutrikimas yra siejamas su

kraujagysliy ligy patologija, tokia kaip cukrinis diabetas [47] ar aterosklerozé [48].

Serumo feritinas yra gerai Zinomas Umios fazés baltymas, kurio kiekis atspindi iiminio ir
létinio uzdegimo laipsnj infekciniy, reumatologiniy, hematologiniy ir piktybiniy ligy metu.
Hiperferitinemija, nepaisant pagrindinés patologijos, susijusi su dideliu mirtingumu [49]. Kaip
reikSmingos makrofagy aktyvacijos Zymuo, zmonéms su hiperferitinemijos fenotipu, matyti
retikuloendotelinés sistemos (RES) suaktyvéjimas ir daugelio organy disfunkcija [50]. Feritinas
apsaugo organizmg aktyvios infekcijos metu, apribodamas gelezies prieinamuma patogenams

[46].
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Nors feritinas tradiciSkai apibiidinamas kaip citozolinis baltymas, jis taip pat aptinkamas
mitochondrijose, augaly plastidése, branduolyje, smegeny skystyje bei kaip ekstralastelinis
feritinas serume. Skirtingos feritino lokalizacijos rodo jo unikalig funkcija jvairiuose lasteliy
tipuose. Pavyzdziui, zinoma, kad branduolinis feritinas prisijungia prie DNR ir apsaugo ja nuo
ultravioletiniy (UV) spinduliy sukeliamos zalos [51], taip pat ir nuo geleZies sukeliamos zalos
[52]. Feritino buvimas branduoliuose leido atlikti tyrimus, susijusius su feritino vaidmeniu
vézinése lastelese, kurie atskleidé, kad feritino paSalinimas padidina véziniy lasteliy jautrumag

radiacijai ir chemoterapijai [53].
2.2.2 Feritinas kaip geleZies transportavimo baltymas

Klinikoje feritino koncentracija interpretuojama kaip gelezies atsargy organizme rodiklis.
Gelezies pristatymas visame kiine yra gyvybiskai svarbus procesas, kuris yra labai grieztai
regulivojamas. Gelezies trikumas gali sukelti daugelj jvairiy ligy, tokiy kaip anemija [54].
Panasiai gelezies perteklius, vadinamas hemochromatoze, gali sukelti organy nepakankamuma
arba reikSmingus uzdegiminius sutrikimus [55]. Be to, gelezies dishomeostazé smegenyse gali
sukelti reikSmingg neurodegeneracijg [56]. Perteklinis organy ir Iasteliy gelezies kaupimas
jvairiose ligy buklése atsiranda dél to, kad keiciasi gelezies jsisavinimo reguliavimas. Manoma,
kad pirminis gelezies perneSimo mechanizmas siejamas su transferinu, kuris pernesa geleZj per
transferino receptorius. Taciau S§is teiginys apie transfering gali neatitikti ypatingo geleZies
poreikio vystymosi ir augimo metu. Transferinas paprastai pernesa du gelezies atomus, feritinas
vienu metu gali pernesti daug didesnj gelezies kiekj, taip uztikrinamas greitas augimas ir gelezies

panaudojimas [57].

Feritino prisotinimas gelezimi yra labai svarbus, nes mazdaug 90 proc. pacienty, kuriy
klinikoje pasireiskia hiperferitinemija, néra gelezies perkrovos [58]. Zinoma, kad serumo feritinas
yra maziau prisotintas gelezimi lyginant su kepeny feritinu, taciau gelezis, esanti serumo feritine,
yra santykinai didesné negu transferino gelezis. Cohen ir kiti [39] nustaté, kad kepeny feritino
sudétyje yra 2074 gelezies atomai vienai molekulei feritino, tuo tarpu serumo feritinui tenka 689

gelezies atomai vienai feritino molekulei.

Kad feritinas tapty gelezies tiekimo baltymu, jis turi biti iSlaisvintas i§ lgsteliy. [rodyta,
kad feritino sekrecijg atlieka daugelis lasteliy, tokiy kaip makrofagai [55], hepatocitai ir Kupferio

kepeny Iastelés [59]. Nors tikslus feritino sekrecijos mechanizmas vis dar néra iki galo aiskus,
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ekstralgstelinio feritino glikozilinimo nebuvimas rodo, kad sekrecija vyksta ne klasikiniu keliu.
Cohen ir kiti [39] pademonstravo feritino sekrecija per lizosominj sekrecijos kelig, lastelei

specifinj tiesioginj kelig, kuris néra pazeisty lasteliy produktas.

Svarbus feritino jsisavinimo aspektas yra tas, kad feritinas gali transportuoti nuo 100 iki
1000 karty daugiau gelezies nei transferinas, todél netinkamas transportavimas ir proceso
reguliavimas gali turéti Iastele zalojanciy pasekmiy. Feritinas labai svarbus lgsteliy variabilumui,
kad biity galima iSlaisvinti gelezj po egzogeninio feritino jsisavinimo. Pavyzdziui, ar feritinas po
jsisavinimo patenka j endosomg ir / ar lizosoma? Jei taip, kas atsitinka su gelezimi, esancia
feritino sudétyje po feritino skaidymo? Li ir Kiti anks¢iau pademonstravo H-feritino patekimag |
zmogaus T limfoblasty lasteliy linija (MOLT-4), parodydami H-feritino keliavimg j endosomas
taip pat kaip ir ] lizosomas [60]. Feritinas taip pat gali palikti endosomg ir nebiti
transportuojamas j lizosoma; feritino skersmuo yra tik 12 nm, o tai iSkelia hipotezge, kad feritinas
gali palikti endosomg per poras, susidariusias esant lgsteliniam stresui [61]. Vis dél to yra
teigiama, kad tiek lizosominiu, tiek proteosominiu biidu medijuota feritino degradacija yra svarbi

feritino homeostazés dalis [62].

2.2.3 Gelezis

Gelezis yra esminé hemoproteiny sudedamoji dalis, pagrindiné deguonies transportavimo
baltymy elektrony transportavimo grandinés citochromo sistemoje, kepeny metabolizmo
citochromo p450s, taip pat mioglobino ir hemoglobino. Biitina iSlaikyti fiziologinius geleZies
lygius, nes trilkumas sukelia oksidacinio fosforilinimo sutrikimg, sutrikusj deguonies tiekimg ir
vélesn] metabolinj nepakankamumg. Taciau toksiSkumas irgi galimas. Pernelyg daug gelezies
gali generuoti toksiskus laisvuosius radikalus per Fentono reakcija, kuri tiesiogiai kenkia lasteliy

baltymams, lipidams ir nukleino rtigstims [46].
Fe’* + H,0, — Fe®*+ OH + OH
11 pav. Fentono redokso reakcija [46]
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Paveiksle pavaizduota reakcija, kai esant vandenilio peroksidui (H202), potencialiai
zalingam aerobinio metabolizmo $alutiniam produktui, dvivalenté gelezis (Fe?") oksiduojama j
trivalente gelezj (Fe®"), susidarant hidroksilo radikalui (OH") ir hidroksido jonui (OH"). Sie
laisvieji radikalai tampa lgsteliy oksidacinio streso priezastimi, kenkia DNR, lipidams ir
baltymams. Feritino molekulés padeda suskaidyti Sig laisvgjg gelezj, uzkirsdamos kelig jos
dalyvavimui Sioje reakcijoje ir vélesniame laisvyjy radikaly sukeltame lasteliy pazeidime. Be Sio
apsauginio vaidmens redokso reakcijose ir gelezies homeostazéje laisvo serumo feritino
koncentracija didéja esant uzsitesusiam uzdegimui. Jrodytas feritino vaidmuo imuninio atsako
moduliavime, indukuojant prieSuzdegiminius citokinus ir ribojant laisvyjy radikaly sukeltg zalg

[46].

Zmoniy mityboje geleZis yra pasisavinama dvejomis formomis: organinis hemas i§ mésos
produkty, perneSamas hemg transportuojanc¢io baltymo 1 (HCP1), ir neorganiné gelezis,
pernesama dvivalen¢io metalo nesiklio 1 (DMT1). Kai jie yra absorbuojami j kraujotaka,
transferinas jungiasi su dviem gelezies molekulémis, turin¢iomis labai auksta afiniteta, ir yra
transportuojamas kraujyje. Komplekse su transferino receptoriais (TFR1 ar TFR2) gelezis gali
pereiti plazming membrang receptoriy salygota endocitoze [63]. Citozolyje nedidel¢ dalis
lastelinés gelezies yra laikoma labiliame gelezies baseine, o didzioji dalis yra sunaudojama

fermenty arba i$skiriama su feritinu, kad buty iSvengiama gelezies sukelty oksidaciniy pazeidimy.

2.2.4 Feritino nustatymui taikomi metodai

Specifinis baltymy matavimas tapo svarbia rutininés klinikinés chemijos laboratorijos
dalimi. Serumo feritino koncentracijos matavimo paklausa labai padidéjo, nes tai labai naudinga

procediira iSmatuojant gelezies atsargy kiekj organizme [64].

1972 m. naudojant imunoradiometrinj tyrimg, Addison ir kiti jtikinamai jrodé, kad
feritinas gali baiti patikimai aptinkamas zmogaus serume [65]. Feritino koncentracija serume ir
toliau matuojama iki Sios dienos, nors dabar yra zinoma, kad daugelis kity veiksniy, iskaitant
uzdegima, infekcijg ir piktybine liga, kurios visos gali padidinti feritino koncentracija serume,

apsunkina $ios vertés aiskinima [66].
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Kadangi feritino koncentracija yra placiai naudojama kaip gelezies atsargy ir biiklés
Zymuo, svarbu nustatyti, ar visi metodai, dazniausiai naudojami vertinant feritino koncentracija,
gali aptikti visas galimas gelezies busenas (trikumg, normalig bikle ir perkrova) ir jvertinti
metody palyginamumg visose matavimo sistemose. Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO)
Biologinés standartizacijos eksperty komitetas sukiiré tarptautines etalonines medziagas, skirtas
tyrimams plétoti arba laboratorijy veiklos rezultatams vertinti. Sios feritino etaloninés medziagos
buvo sukurtos darbo / antriniy standarty kalibravimui rutininiuose laboratorijos atliekamuose
tyrimuose bei naujy feritino kiekio nustatymo bandymy jvertinimui ir standartizavimui. Buvo
sukurtos trys tarptautinés etaloninés medziagos: 1-a (kepeny), 2-a (bluZznies) ir 3-a

(rekombinantiné) [67].

Nors §iuo metu PSO pripazjsta, kad feritinas paprastai nustatomas serume arba plazmoje,
naudojant fermenty imuninius tyrimus po veninio kraujo surinkimo, néra specifiniy

rekomendacijy dél analizés metody ir kintamumo [68].

Tyrimas, atspindintis tikraja feritino koncentracijg ir patvirtintas naudojant etalonines
medziagas, turi reikSmingg poveikj asmens ir visuomenés sveikatos perspektyvai. Pacienty
rezultaty palyginamumas diferencinei gelezies trikumo diagnozei arba gelezies perkrovos rizikai
yra reikSmingas klinikiniams sprendimams. Svarbu nustatyti, ar terapinis sprendimas ir gydymas
turi tikéting poveikj ir nesukelia Zalos, neatsiZvelgiant | naudojama laboratorinj metoda. Jei
skirtingi laboratoriniai metodai duoda skirtingus rezultatus, tai gali lemti klaidingg poveikio
vertinimg ir lemti neteisingus su visuomenés sveikata susijusius sprendimus. Be to, turéty biti
jmanoma palyginti skirtingu metu atlikty tyrimy ir tyrimy, atlikty skirtingais metodais, duomenis
[69].

Turbidimetrinis metodas

Siais laikais yra tendencinga integruoti dazniausiai pasitaikanéius testus j keleta didelés
apimties klinikiniy laboratoriniy analizatoriy. Taip turbidimetrinés procediiros leidzia jtraukti
daugel; homogeniniy imunologiniy tyrimy ] pagrindinius analizatorius, naudojamus rutininése

klinikinés chemijos laboratorijose [64].
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Atsizvelgiant ] klinikiniy laboratorijy konsolidavima, latekso turbidimetrinis feritino
tyrimas gali biiti jgyvendinamas visuose klinikinés chemijos analizatoriuose, todél feritino
tyrimas gali biiti atlickamas bet kurioje platformoje, leidziant jtraukti daugiau gelezies tyrimy
naudojant tg patj analizatoriy ir taip patvirtinant klinikine diagnoz¢. Tai tokie tyrimai, kaip:
feritino koncentracijos matavimas serume, gelezies kiekio matavimas serume, bendras gelezies
suri§Simo pajégumo matavimas, tirpiy transferino receptoriy matavimas ir transferino jsotinimo
indeksas. Siuo atveju galima naudoti vieng serumo mégintuvélj, kiek jmanoma sumaZinant laiko

sanaudas [70].

Latekso turbidimetrinis feritino tyrimas yra pagristas feritino agliutinacija serume ant
latekso daleliy, padengty antikiinais (Ak) prie§ Zmogaus feriting: $i agliutinacija yra proporcinga
feritino koncentracijai ir matuojama turbidimetru esant 530 nm bangos ilgiui, o bendras analizés

laikas yra 10 minuciy [70].

Imunoturbidimetrinis tyrimas reikalauja maziau matavimo laiko nei kiti imuniniai tyrimai
ir leidzia patikimai bei tiksliai iSmatuoti feritino koncentracija nuo 4 pg/L, o tai yra pakankama
iprastinei diagnostikai ir palyginama su kitomis imuninés analizés sistemomis. Be to, latekso
turbidimetrinis feritino tyrimas didina produktyvumg, mazina iSlaidas bei pagering kokybe ir

tyrimo pajéguma [70].

Vis délto reakcijai budingi tam tikri désningumai, kurie labai svarbiis siekiant uztikrinti,
kad turbidimetriniai matavimai buty tikslis. | antikiiny tirpalg nuolatos pridedant antigeno, didéja
reakcijos miSinio drumstumas, dél to didéja ir matuojamojo signalo stipris. Taciau pasiekus tam
tikra antigeno koncentracija, kai antikiinai nebegali suriSti daugiau antigeno, drumstumas ir

matuojamasis signalas ima mazéti.

Mikrodaleliy chemiliuminescencinés imunoanalizés metodas

Imunologinis aptikimo metodas dazniausiai naudoja specifing antigeno ir antikiino
reakcija, kad aptikty medziagas, tokias kaip baltymai, hormonai ir panaSiai, O
chemiliuminescencinio imunologinio tyrimo metodas yra naujas metodas, pagrjstas atsparumo
spinduliuotei analizés metodu ir imunologiniu tyrimu, kuris néra radioaktyvus ir neturi

kancerogeniniy medziagy, nekenkia aplinkai ir zmogui. Sis metodas su paprasto veikimo
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ypatumais, aukStu jautrumu ir stabiliais rezultatais, o tai labai svarbu ankstyvai daugelio ligy
diagnozei [71]. Cheminés liuminescencijos tyrimas yra labai jautrus, todél visy naudojamy

reagenty, substraty, tirpikliy grynumas turi buti grieztai kontroliuojamas.

Taigi  kitas metodas, naudojamas feritino  koncentracijai  nustatyti, yra
chemiliuminescencijos mikrodaleliy imunoanalizés (CMIA). Chemiliuminescencija — tai cheminé
reakcija, kai fermento veikiamas substratas yra suZzadinamas ir jam grjZtant | jprasting
nesuzadintg bliseng, susidaro galutinis reakcijos produktas ir i$siskiria Sviesos fotonai. Naudojami
jvairiomis medziagomis Zyméti antikinai (Ak) ir antigenai (Ag). Ak markeriai reakcijos substrata
(Ak-Ag kompleksg) pavercia produktu, kuris iSskiria Sviesos fotonus. Luminescencija

(Svytéjimas) reiskia, jog i$ tarpinio produkto yra susidares galutinis produktas [71].

Cheminés liuminescencijos metodo esmé yra susidariusiy Ak-Ag kompleksy atpazinimas
ir nustatymas, naudojant zymétus Ak. Po inkubacijos susidarius Ak-Ag kompleksui, ] miSinj yra
pridedamas konjugatas, dazniausiai naudojamas akridino esteris. Svytéjimo akty skaidius ir

intensyvumas yra tiesiogiai proporcingi susidariusiy Ak-Ag kompleksy skaiciui.

A
15min Plovimas w5t 10min Plovimas
o< + bt ML s o oy ibacly bulerinzd @ PR iy S
A - A
A >L% chemiliuminescencija

Magnetinés dalelés Feritinas Akridino esteris
padengtos Zymétas feritinu-Ab2
feritinu-Abl

Y 0 X

feritinas feritinas-Abl magnetiné dalelés feritinu-Ab2 Zymétas akridino esteris

12 pav. Chemiliuminescencijos mikrodaleliy imunoanalizés, skirtos feritino

aptikimui, schema [71]

CMIA metodu feritino nustatymo metu (12 pav.) magnetinés dalelés, kurios padengtos
feritino-Abl monokloniniais antikiinais pridéjus feritino, yra inkubuojamos 15 min. Po to
misinys yra du kartus plaunamas plovimo buferiu. | reakcijos misinj pridedamas akridino esteris,
zymétas feritino-Ab2 antiktinais, ir 10 min vykdoma inkubacija. Po inkubacijos miSinys dar du

kartus plaunamas plovimo buferiu. Galiausiai j reakcijos misinj pridedama chemiliuminescencinj
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Svytéjimg skatinanCiy medziagy (pre-trigeris, trigeris) ir vyksta chemiliuminescencinio signalo

matavimas [71].

2.3 Kreatininas

Kreatininas yra kreatinfosfato skilimo produktas raumenyse ir paprastai organizme jis yra
gana pastovus. Kreatininas taip pat sintetinamas inkstuose, kepenyse ir kasoje [72]. Nuo savo
atradimo XIX amziuje serumo ir §lapimo kreatinino kiekio jvertinimas ir neseniai Seiliy
kreatinino tyrimai buvo veiksmingai naudojami vertinant inksty bukle [73]. Sis raumeny
metabolitas yra svarbus inksty funkcijos rodiklis, nes jis i§ esmés per inkstus iSsiskiria nepakites
[74]. Individuali kreatinino gamyba yra palyginti stabili ir daugiausia priklauso nuo raumeny
masés [75], todél bet kokie fiziologiniai raumeny masés pokyciai sukels kreatinino
koncentracijos kitima. Stai kodél serumo kreatininas (sCr) turi buti interpretuojamas atsargiai
vaikams ir pagyvenusiems zmonéms [76]. Normalus kreatinino i$siskyrimas vyrams yra nuo 14
iki 26 mg / kg per parg ir 11 iki 20 mg / kg per parg moterims. Kraujo serume Kkreatinino
koncentracija yra gana nedidelé: motery 53-88 umol/l, o vyry ji didesné — 71-115 pmol/l.
Rekomenduojama kreatinino norma §lapime vyrams yra 8,8-17,7 mmol/l, o0 moterims — 7,1-15,9

mmol/I.

Kreatinino eliminacija 1§ esmés yra reniné. Kreatininas laisvai filtruojamas glomerulo,
esant pastoviam greiCiui, bet taip pat sekretuojamas tubuliy (nuo 10 proc. iki 40 proc.).
Kreatinino i$skyrimas per inkstus yra labai nedidelis palyginus su iSskyrimu su Slapimu
pacientams, kuriems yra normalus ir vidutinio sunkumo inksty funkcijos sutrikimas [77].
Sveikuose inkstuose kreatininas néra nei sekretuojamas, nei reabsorbuojamas, iSskyrus

egzogeninj kreatinina, kuris yra sekretuojamas.

Padidéjusi kreatinino koncentracija yra vélyviausias inksty funkcijos pazeidimo Zymuo
(po slapimo riigsties ir Slapalo). Koncentracijos padidéjimas gali pasireiksti tiek dél Giminio, tiek
dél létinio nepakankamumo. ReikSmingas koncentracijos padidéjimas fiksuojamas, Kai
nefunkcionuoja apie 50 proc. nefrony. sCr gali padidéti ir esant kai kurioms raumeny ligoms,

tokioms, kaip polimiozitas ar progresuojanti raumeny distrofija.
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Ekstremalus raumeny masés netekimas [78] arba raumeny masés padidéjimas [79]
apsunkina sCr naudojimg kaip inksty funkcijos zymenj. Sportininky populiacijoje nenormalis
padidéje kreatinino kiekiai kartais gali biiti nustatomi regbio zaid¢jams, kurie pasizymejo
auksciausiomis sCr vertémis, kai kuriems triatlonininkams, dviratininkams ir futbolo zaidé¢jams
taip pat nustatomas padidéjes sCr. Banfi ir Kiti [80] rekomendavo individualiai stebéti
sportininkus atliekant serijinius sCr matavimus, kad biity galima jvertinti bet kokius poky¢ius,
naudojant sCr vertes prie$ treniruotes ir varzybas kaip referentines vertes, skiriant ypatingg

démesj sporto rasiai ir kiino masés indeksui (KMI).

Mitybai suvartojama mésa irgi yra kreatinino $altinis. Trumpalaikis (20 g per parg 5
dienas) ir ilgalaikis (3 g per parg 56 dienas) kreatino papildomas suvartojimas padidino
kreatinino koncentracija serume, nes padidéja kreatinino reabsorbcija 1§ virSkinamojo trakto
(egzogeninis kreatininas). Tac¢iau poky¢iai pastebimi vartojant daug virtos, bet ne keptos mésos
[81]. Pakeitus mityba, kreatinino koncentracija normalizuojasi.

Kitas daznai nepastebétas poveikis yra matomas hemolizuotuose méginiuose, kuriuose
yra vaisiaus hemoglobino (HbF), pavyzdziui, naujagimiams, kurie yra jaunesni nei 6 ménesiy
amziaus. Jei yra pakankamai HbF, gali buti matuojamas klaidingai mazas kreatinino kiekis.
Skirtingai nuo suaugusiyjy hemoglobino, kuris, esant natrio hidroksidui, i§ karto tampa rudos
spalvos, HbF yra atsparus Sarmams, o Jaffe reakcijos metu létai keiCia spalvag [82]. Taciau tai
galioja ne tik naujagimiy méginiuose. Nerekomenduojama tirti hemolizuota kraujo plazmg arba
serumg. Kreatinino eritrocituose yra tiek pat, kiek ir plazmoje, taciau, jei méginyje yra
hemoglobino, galimas netikslus tyrimo rezultatas dél didesnio kreatinino kiekio eritrocituose, kas

gali lemti reakcijos trukdzius.

sCr panaudojimg naujagimiy glomeruly filtracijos grei¢io (GFR) jvertinimui apsunkina
fiziologiniai svyravimai ir analitiniai aspektai [83]. Be perinataliniy fiziologiniy svyravimy,
matavimai priklauso ir nuo kiekybinio nustatymo metodo [84]. IS pradziy sCr pamatinés vertés
buvo pagrjstos nekompensuotu Jaffe metodu, kolorimetrine reakcija naudojant Sarminj pikratg.
Tac¢iau Jaffe tyrimai yra susij¢ su endogeniniy ir egzogeniniy medziagy, kurios paprastai
gaunamos naujagimiy méginiuose, trikdziais. Neseniai buvo jvesti fermentiniai metodai, kurie

yra maziau linkg j tokius trukdzius, todél labiau tinka naujagimiams [85].
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Kreatinino kiekio sumaZz¢jimas diagnostinés reikSmés neturi, taciau esant Zzenkliam
sumazéjimui, tai gali byloti apie kepeny funkcijos sutrikimus. Be to, kreatinino ekskrecija maz¢ja
su amziumi, nes atsirandant raumeny atrofijai mazéja kreatinfosfato susidarymas. SumaZzéjusi

koncentracija biidinga zZmonéms, kuriy maza raumeny masé¢, vaikams ir nés¢iosioms.

Apibendrinant galima pasakyti, kad néra jokios prielaidos, jog tikslus kreatinino kiekio
jvertinimas atlieka pagrindinj vaidmenj vertinant inksty sutrikimus. Salygos kurti naujesnius ir
specifiSkesnius metodus, skirtus kreatinino tyrimams keliuose kiino skysé¢iuose, leido lengviau
naudoti sudétingus analizatorius kreatinino jvertinimui, tod¢l Siandien automatiniy analitiniy

platformy sCr matavimas tapo lengvas, greitas ir palyginti nebrangus.

2.3.1 Glomeruly filtracijos greitis

Klinikin¢je praktikoje egzogeniniy zymeny naudojimas glomeruly filtracijos grei¢iui
(GFR) jvertinti yra techniSkai sudétingas ir brangus, todél GFR yra nustatomas pagal serumo
kreatinino lygj [86]. Glomeruly filtracijos greitis yra geriausias inksty funkcijy rodiklis. Plazma
filtruojama glomeruluose apie 140 ml / min grei¢iu. GFR priklauso nuo kraujo spaudimo, kiino
masés ir amZiaus, su amziumi GFR maz¢ja. GFR nustatymui naudojami serumo ir Slapimo
kreatinino Kiekiai. Pastaruoju metu nefrologai sitilo naudoti apskai¢iuota glomeruly filtracijos
greitj (eGFR), o ne 24 valandy kreatinino klirensg arba tik serumo kreatinino kiekj. GFR
pamatiniy biologiniy veréiy intervalas yra 90-120 ml / min, o rezultatai, mazesni nei 60 ml / min,

rodo inksty pazeidima.

Vis délto néra realaus laiko matavimo GFR, kad bty galima laiku nustatyti diagnozg.
Praktikoje diagnozé priklauso nuo kreatinino (pCr) padid¢jimo plazmoje; pagal kreatinino
kinetika, tai gali pasireiksti tik 24—72 val. po GFR sumazé¢jimo [87]. Glomeruly filtracijos greitis
sumazéja beveik perpus esant rySkiam kreatinino kiekio padidéjimui serume. Tarp serumo
kreatinino ir glomeruly filtracijos grei¢io jvercio (eGFR) yra eksponentinis rySys, todél sCr
matavimy klaidos gali labai paveikti eGFR rezultatus, ypa¢ esant maZoms sCr reikSmeéms,

atitinkanc¢ioms aukstus GFR jvercius [88].

Buvo sukurtos kelios sCr pagrindu pagristos lygtys, atsizvelgiant j Siuos fiziologinius

veiksnius (amziy, lytj ir etning kilme), kad biity galima jvertinti GFR [89]. Visai neseniai buvo
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sukurta pilno amziaus spektro (FAS) lygtis, pagrista amziaus / lyties sveiky populiacijy
normalizuoto serumo kreatinino samprata, kad bty pasalintas eGFR pokytis, kai Zzmonés pereina

nuo vienos lygties, rekomenduojamos jy amziui, j kitg [90].

sCr yra placiai prieinamas ir patikimas inksty funkcijos rodiklis, integruotas i GFR
nuspéjamajag formule. Taigi gydytojai ir laboratorijos darbuotojai turéty zinoti, kokiy sunkumy

atsiranda matuojant kreatining, kad biity iSvengta klaidingo inksty funkcijos interpretavimo.

2.3.2 Kreatinino nustatymo metodai

Kreatinino matavimo metodai yra cheminiai ir fermentiniai metodai automatizuotais
analizatoriais, didelio naSumo skys¢iy chromatografija (HPLC) ir izotopy praskiedimo masiy
spektrometrija (IDMS). IDMS yra etaloninis kreatinino matavimo metodas, taiau jiS néra
praktiskas rutininiam naudojimui. Klinikinése laboratorijose naudojami kreatinino metodai
paprastai remiasi automatizuotais cheminiais arba fermentiniais metodais. Dazniausias metodas

yra Jaffe pagrindu sukurtas kreatinino-pikrato, susidarancio Sarmingje terpéje [91].

Nustatant kreatining svarbus yra tyrimy tikslumas. Atsitiktiné klaida yra susijusi,
pavyzdziui, su skirtumais tos dienos kalibravimo metu, analizatoriy vidinémis charakteristikomis.
Lyginant abu metodus, analitinis tikslumas yra sistemingai geresnis fermentiniams tyrimams [81].
Pranciizijos daugiacentriniame vertinime fermentinio metodo netikslumas tarp laboratorijy
svyruoja nuo 1,2 proc. iki 3,4 proc., o kompensuoty Jaffe metody netikslumai tarp laboratorijy

svyruoja nuo 2,5 proc. iki 5,8 proc. [92].

sCr rezultaty kintamumas sietinas su standartizacijos stoka bei dél netikslumo ir

nespecifiSkumo dél trukdanéiy veiksniy Kiekvienoje matavimo sistemoje.

Jaffe metodas

Dauguma cheminiy kreatinino matavimo metody pirmiausia yra pagristi jo reakcija su
Sarminiu pikratu. Sioje reakcijoje, kurig pirma karta aprasé Jaffe XIX a. pabaigoje, kreatininas
reaguoja su pikrato jonu Sarminéje terpéje, kada gaunamas oranziniai raudonos spalvos
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kompleksas. Susidariusio daziklio koncentracija yra proporcinga kreatinino koncentracijai [91].
Absorbcijos padid¢jimo greitis esant 500 nm dél Sio komplekso susidarymo yra tiesiogiai

proporcingas kreatino koncentracijai méginyje [93].

Jaffe metodas priklauso nuo pikro riig§ties koncentracijos, pH, bangos ilgio, temperattiros
ir trukdziy. Jaffe reakcija néra specifiné kreatininui, nes zinoma, kad daugelis junginiy pagamina
j Jaffe panasy chromogeng, jskaitant baltymus, gliukoze, askorbo riigstj, bilirubing, piruvatg ir
cefalosporing [94]. Taigi yra iSmatuojama 15-25 proc. didesné uz fakting verté [95]. Be to, Sis

metodas yra uzimantis daug laiko ir néra lengvai automatizuojamas.

Ankstyvieji metodai naudojo deproteinizuota kraujg. Siekiant pagerinti specifiSkuma,
kreatininas buvo izoliuojamas nuo jprasty trukdanéiy medziagy adsorbuojant ant aliuminio
silikato, pavyzdziui, Lloyd's reagento, po to sekant eliucijai ant Sarminio pikrato, po
centrifugavimo ir dekantavimo. Siam tikslui buvo naudojamos ir katijony mainy dervos. Kitos
strategijos, skirtos specifiSkumui gerinti, buvo susijusios su Jaffe tyrimu tiek labai Sarminiu pH,
tiek po partigstinimo iki neutralesnio pH [96]. Tik trukdancios medZiagos reaguoja neutraliame

pH, o skirtumas gali buti tikslesnis [97].

Buvo atlikta jvairiy techniniy patobulinimy siekiant sumazinti endogeniniy medziagy
trikdzius ir pagerinti tikslumg. Kompensuotam Jaffe tyrimui sCr rezultatai koreguojami
sistemingai atimant pastovy faktoriy (nuo 15 iki 25 uM), atitinkantj vidutinj nuo ne Kkreatinino
priklausomg signala, siekiant panaikinti reakcijas su ne kreatinino chromogenais [77].

Nustatyti du tipai ne kreatinino chromogeny, kurie veikia reakcijas: pirmieji dalyvauja
labai greitose reakcijose, sumaiSius reagentus ir méginius per pirmas 20 sekundziy formuoja
aduktus (pavyzdziui, acetoacetatas), antrieji, kurie dalyvauja pragjus 80-100 sekundziy
(pavyzdziui, baltymas). ,,Langas® tarp 20 ir 80 sekundziy - tai laikotarpis, kai signalo pokytis
labiausiai leidzia jvertinti kreatinino-pikrato reakcija. Sis ,,langas“ leido pagerinti metodo

specifiSkuma.

Centrifuginiai analizatoriai su keliais skaitymo taskais buvo idealiis kruopsciai istiriant
kreatinino ir trukdanc¢iy medziagy reakcijos su Sarminiu pikratu kinetika. Tokie tyr¢jai kaip Cook
[97], nustaté, kad kreatinino reakcija su Sarminiu pikratu progresavo tiek greitai, tick Iétai
reaguojanciy trukdanc¢iy medziagy. Acetoacetatas, susidargs ketogenezés metu tokiomis
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salygomis kaip cukrinis diabetas, yra svarbi medZziaga, greitai reaguojanti su Sarminiu pikratu.
Problema buvo iSspresta ,,Beckman Synchron CX3“, padidinant kreatinino reakcijos temperatiirg
nuo 37°C iki 42°C, kad acetoacetato jsikiSimas buty minimalus tuo metu, kai pagrindiné
kreatinino reakcija buvo stebima 25,6 sekundés. Kreatinino pervertinimas sumazéjo nuo 33 iki 6
umol / 1 / mmol / 1 acetoacetato. Sia ,,Beckman® sistema naudojo Levey ir kolegos, siekdami
perziiiréta IDMS atsekamaja lygti, pastaroji naudojo kalibravimg pagal ,,Roche® fermentinj

tyrima, kuris parod¢, kad suteikia su IDMS suderinamus rezultatus [98].

Bilirubinas kelia dideliy problemy tiesioginiuose Jaffe tyrimuose. Jaffe tyrimo sistema yra
labai Sarminé, ir bilirubinas oksiduojasi j biliverding tyrimo metu, o tai kompensuoja spalvos
padid¢jima, kurj sukelia kreatininas, reaguojantis su Sarminiu pikratu. Buvo imtasi skirtingy
metody Siam trikdymui sumazinti su jvairiais sékmés laipsniais [99]. Alternatyvus biidas valdyti
bilirubino interferencija yra bilirubino oksidavimas j biliverding naudojant kalio fericianida prie$
Jaffe reakcija. Siam tikslui taip pat buvo naudojama bilirubino oksidazé. Ta¢iau buvo pranesta,
kad, jei reagentas turi natrio dodecilo sulfatg, laikui bégant sunaikinamas fericianidas. Taigi,
siekiant uZztikrinti apsaugg nuo bilirubino trukdziy, fericianidas turi buti atskirtas nuo ploviklio.
Kitas buidas sumazinti trikdzius buvo naudoti ,,grei¢io atmetima®, kai spalvos pokycio sparta
méginyje tik su natrio Ssarmu (NaOH) yra naudojama kaip korekcijos koeficientas, nustatytas po
pikro riigsties pridéjimo. Si strategija suteikia tik daling korekcijg bilirubino trikdziams dél

oksidacijos kreivés pobiidzio [100].

Standartizacija nekoreguoja analitiniy nespecifiniy problemy. SpecifiSkumo stoka yra
pagrindiné Jaffe metodo problema [82], nes nespecifiniai chromogenai, tokie kaip ketonali,
gliukozé ir baltymai, trukdo reakcijai. Siy medziagy poveikio mastas priklauso nuo to, kaip
tiksliai pasirinktos reakcijos salygos. Labai svarbu atminti, kad skirtingos Jaffe reakcijos,

naudojamos skirtingy gamintojy, skirtingai reaguos j trukdZzius.

Fermentinis metodas

Kitas kreatinino metodas yra pagristas fermentiniu principu. Fermentiniai metodai

paprastai yra konkretesni nei cheminiai metodai. Fermentiniai kreatinino metodai paremti
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skirtingy metaboliniy keliy fermenty tyrimais. Visi metodai sudaryti i§ keliy etapy, o svarbiausias

etapas — galinio tasko fotometrinis matavimas.

Kreatininas méginyje hidrolizuojamas kreatininazés ] kreating. Kreatinas savo ruoztu
hidrolizuoja kreatinaz¢ i sarkozing ir karbamidg. Sarkozinas i§ Sios reakcijos oksiduojamas
sarkozino oksidazés j glicing ir formaldehida, kartu susidarant vandenilio peroksidui. Vandenilio
peroksidas reaguoja su 4-aminoantipirinu ir N-etil-N-sulfopropil-m-toluidinu, dalyvaujant
peroksidazei. Gautas absorbcijos pokytis esant 548 nm yra proporcingas kreatinino koncentracijai

méginyje [93].

Dauguma fermentiniy tyrimy atlieka reakcijos schema kreatinino konversijai | vandenilio
peroksida, naudodami kreatininaze, kreatinaze ir sarkozino oksidaze. Katalizuotas peroksidazeés,
iSlaisvintas H2O», reaguoja su leuko dazais, kad susidaryty spalvotas junginys. Kai kurie
fermentiniai metodai naudoja kreatinino deiminaze¢, kad kreatining paversty amoniaku ir N-
metilhidantoinu. Amoniakas reaguoja su a-oksoglutaratu, esant glutamato dehidrogenazei ir
oksiduojant koenzimg NADPH. NADPH sumazéjimas yra proporcingas Kreatinino koncentracijai

ir matuojamas esant 340 nm bangos ilgiui [77].

Fermentiniai tyrimai, pagristi nuosekliomis fermentinémis reakcijomis, yra konkretesni
nei Jaffe metodas. Pranesta, kad bilirubinas gali neigiamai paveikti fermentinius metodus, ypac
metodus, pagrjstus kreatinino amidohidrolaze (kreatininaze) [101]. Sis trikdymas gali biiti

siejamas su konkurencija tarp bilirubino ir tyrimo substrato susidaran¢iam H>O> reakcijos metu.
DaZniausiai naudojami fermentiniai metodai:

1.Kreatininazés. Ji katalizuoja kreatinino virtimg j kreating. Taip pagamintas
kreatinas aptinkamas su serijomis fermenty katalizuoty reakcijy, apimanciy
kreatinkinaze, piruvatkinaze ir laktatdehidrogenaze, stebint absorbcijos
sumaz¢jimg esant 340 nm. Reakcijos su kreatininaze pradzia leidzia pasalinti
endogeninj kreating ir piruvatg prieSinkubacinéje reakcijoje [102]. Reakcijos
kinetika yra prasta, ir reikia 30 minuciy inkubacijos periodo, kad reakcija
pasiekty pusiausvyra. Sis trilkumas gali biiti pasalintas kinetiniu poZitiriu, taiau

dar labiau sumaZinant jautrumg. Kreatininazés fermentinis metodas néra labai
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populiarus i§ dalies dél blogo jautrumo, tikslumo ir santykinai dideliy reagenty
kainy [103].

2. Kreatininazé ir kreatinazé. Populiaresnis metodas, kada susidaro sarkozinas ir
karbamidas (Slapalas), 0 susidar¢ junginiai yra matuojami pridéjus fermento
sarkozinoksidazés ir peroksidazés. Susidares vandenilio peroksidas gali biiti
nustatytas keliais skirtingais metodais [104]. Galimus askorbo riigsties
sukeliamus trukdzius galima jveikti jtraukiant askorbato oksidaze kaip
veikiancio reagento komponentg [72].

3.Kreatinindeaminazé. Deaminazés fermentinés sistemos, kurios naudoja
kreatinindeaminaze¢ [105], yra placiai paplitusios kaip tiksliausi rutininiai
metodai, kurie duoda rezultaty, glaudziai sutampanc¢iy Su izotopy skiedimo
masiy spektrometrija (IDMS) [98]. Kreatinindeaminazé katalizuoja kreatinino
virtimg ; N-metilhidantoing ir amoniakg. Tada Sie produktai gali buti apskaiciuoti
matuojant NADH esant 340 nm, po kreatinkinazés reakcijy sekos [106].
Ankstyvieji metodai buvo sutelkti | amoniako aptikimg naudojant glutamato
dehidrogenaze arba Berteloto reakcija. Alternatyvus metodas yra su fermentu N-
metilhidantoinamidohidrolaze [72].

4. Dujy chromatografijos masiy spektrometrijos (GCMS) ir skysciy chromatografijos
masiy spektrometrijos metodai (LCMS) laikomi pamatiniais nustatant kreatining
serume ir Slapime. Kreatininas turi buti derivatizuojamas prie§ GC analiz¢ del
savo polisSkumo. Be to, reikia atlikti katijony mainy valymo etapg prie§ GC
analize, nes kreatinas derivatizuojamas ] tas pacias chemines medziagas kaip ir

kreatininas [103].

Naudojant fermenty reakcijomis pagristus metodus, blty galima pagerinti matavimo
specifiSkuma, nes Siuo atveju jis apsaugo nuo ne kreatinino junginiy. Taciau kaina yra §io metodo

trilkumas [93].

2.4 Metoduy verifikavimas

Metodo jsisavinimas (angl. verification) — tai charakteristiky palyginimas su aprasytomis,
gamintojo nurodytomis charakteristikomis. Jis apima gauty jsisavinimo jraSy ir rezultaty
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dokumentavima bei nuolating patikrg. Tyrimo metody jsisavinimo esmé — jsitikinti, kad
gamintojo nurodytos tyrimo metody charakteristikos gali biiti pasiekiamos realiomis laboratorijos
salygomis. Tyrimo metody jsisavinimui bitina suprasti metodo reikalavimus, jvertinti, ar yra
galimybé uztikrinti bei palaikyti reikiamas aplinkos salygas, jvertinti, ar laboratorija turi visas
reikalingas priemones ir etalonus, yra aiskios éminiy ir reagenty laikymo salygos. Svarbu
uztikrinti vidaus kokybés kontrolg bei dalyvavima iSorinio kokybés vertinimo programose.
Vykdant metodo jsisavinimo procesg atlieckami eksperimentai, kuriais tikrinamas metodo
tiesiSkumas, jvertinamos arba nustatomos rekomenduojamos pamatiniy veréiy ribos, palyginami
jsisavinamu metodu ir anksc¢iau naudotu metodu gauti pacienty rezultatai. Kontrolés etape
patikrinama, ar charakteristikos buvo pasiektos realiomis laboratorijos sglygomis, lyginant su

gamintojo nurodytomis tyrimo metodo charakteristikomis [1].

Praktikoje metodo jsisavinimas paprastai apsiriboja metody palyginimu, siekiant nustatyti
netikslumg ir poslinkj. Vykdomi eksperimento pakartojimai, siekiant nustatyti neglaudumg ir
tiesiSkumg. Klinikinés laboratorijos dazniausiai matuoja 20-200 pacienty méginiy, turinciy kuo
platesnj koncentracijos intervala, naudojant sengji (kei¢iamg) ir nauj3ji (diegiamg) metod3.
Tinkamos stabilios vidinés kokybés kontrolés medziagos yra matuojamos dviem lygiais
maziausiai 5 kartus 5 dienas i$ eilés, siekiant jvertinti neglauduma ir nustatyti pradines vidaus
kokybés kontrolés procediiry ribas. Tiesiné regresija, poslinkio diagramos ir dispersinés analizés

metodai naudojami poslinkiui, neglaudumui, matricos efektams ir Kitiems veiksniams nustatyti

[2].

Medicinos laboratorijoms taikomas ISO 15189 , Medicinos laboratorijos. Ypatingieji
kokybés ir kompetencijos reikalavimai® standartas yra neiSvengiamas jrankis, uztikrinantis
biochemijos laboratorijos kompetencijos ir kokybés reikalavimus. Kiekvienoje laboratorijoje
svarbu uztikrinti viding kokybés kontrole, dalyvauti iSorinés kokybés uztikrinimo programose. Jei
pagal ISO 15189 standartg akredituotos laboratorijos turi du ar daugiau skirtingy analizatoriy ar
tyrimo procediiry, jos turi nusistatyti Siy rezultaty palyginimo funkcines charakteristikas. 1SO
15189 standartas skirtas naudoti medicinos laboratorijoms, tobulinant jy kokybés valdymo
sistemas ir vertinant jy kompetencija, ir akreditavimo jstaigoms, kad jos patvirtinty ar pripaZinty

medicinos laboratorijy kompetencijg [107].
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Skirtingy analitiniy sistemy palyginamumas sumazina poslinkj ir leidzia palyginti atskirus

bandymy rezultatus su populiacijos vertémis, pagristomis pamatiniy biologiniy ver¢iy intervalu

arba ribine verte [108]. Tai uztikrina geriausig pacienty priezitirg ir yra svarbiausias dalykas

nuolatiniam laboratorijos, akredituotos pagal 1ISO 15189 standartg, tobulinimui [109].

Metodo jsisavinimas — tai procesas, skirtas nustatyti veikimo charakteristikas pries

pradedant naudoti bandymo sistemg pacienty tyrimams atlikti. Vidiné kokybés kontrolé

atlickama kasdien, sprendziant priimti ar atmesti pacienty méginiy rezultatus bei sudaryti saglygas

laboratorijai stebéti ir dokumentuoti savo darbo kokybe. Paprastai kokybés kontrolé susideda i$

dviejy lygiy (kartais ir trijy), atitinkan¢iy normaly ir patologinj analités lygj [1].

Verifikuojant tyrima reikia jvertinti analitinj specifiSkuma, analitinj jautruma, tiesiSkuma,

glauduma, tiksluma bei referencinj intervala.

Specifiskumas — analitinio metodo gebéjimas aptikti tik dominancig analite.
Naudojamas validuotas metodas, Zinant, kad jame néra trukdanciy medziagy
(hemolize, ikterija, lipemija). Méginiy, kuriuose yra padidéjusi trukdanciy
medziagy koncentracija, serija analizuojama naudojant metoda, kuris yra tiriamas,
tada abiejy metody rezultatai yra lyginami [110].

Jautrumas — analitinio metodo gebéjimas nustatyti maza tam tikros medZiagos
koncentracijg biologiniame méginyje. Kuo mazesné aptinkama koncentracija, tuo
didesnis analitinis jautrumas. Jautrumas gali biti apibiidinamas kaip analitinio
metodo gebéjimas nustatyti analités koncentracijos pokycius. Kuo mazZesnis
pokytis aptinkamas, tuo didesnis yra analitinis jautrumas. Tai jvertinama
kalibracinés kreivés nuolydziu [110].

TiesiSkumas apibtidinamas kaip analitinio matavimo intervalas, tai skaitiniy
rezultaty intervalas, kurj metodas gali pateikti be specialaus méginio paruo$imo,
pavyzdziui, praskiedimo [110].

Glaudumas — atitikimo tarp kiekybiniy verciy, gauty pakartotinais kiekybiniais
matavimais, artumas nustatytomis saglygomis. Glaudumas turéty biiti jvertinamas
naudojant kokybés kontrolés medziaga (maziausiai dviejy lygiy). Kiekvienas
kokybés kontrolés medziagos lygis matuojamas 5 kartus per dieng 5 dienas 1S eilés.

Glaudumo tyrimo metu gauti matavimai yra iSanalizuojami, apskaiCiuojamas
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parametry vidurkis, standartinis nuokrypis (SD) ir variacijos koeficientas (CV)
kiekvienam naudotam kokybés kontrolés lygiui. Gauti variacijos koeficientai yra
lyginami su gamintojo deklaruojamais variacijos koeficientais, naudojant ANOVA
statisting analize, siekiant nustatyti, ar yra reikSmingy skirtumy tarp gauty CV ir
gamintojo nurodomy CV tam tikrame pasikliovimo intervale (CI), kuris
dazniausiai yra 95 proc. [110].

e Tikslumas - matavimo rezultato ir tikrosios matuojamosios (pamatinés) vertés
artumas arba matavimo rezultaty atkartojamumas ir tikrosios matuojamosios
vertés artumas. Skirtumas tarp matavimy rezultaty vidurkio ir sutartinés pamatinés
vertés vadinamas poslinkiu [110].

e Referencinio intervalo jvertinimas — tai gamintojo nurodyty ar literatiiroje
skelbiamy pamatiniy veréiy verifikavimas, pritaikant juos laboratorijoje,

tirian¢ioje metoda [110].

Metody palyginimui, pagal Klinikiniy ir laboratorijy standarty institutg (CLSI), bent 40
méginiy turi buti istirta abiem lyginamais metodais arba tarp vieno bandymo metodo ir pamatinio
metodo. Méginiai paprastai turi biiti analizuojami dviejy valandy intervale, t.y. tarp jau taikomo
metodo ir naujai diegiamo metodo tyrimy neturéty praeiti daugiau nei dvi valandos, nebent
Zinoma, kad meéginiy stabilumas yra trumpesnis ir tyrima reikia atlikti grei¢iau. Gali buti
naudojami keli statistiniai metodai, vienas i§ jy — koreliacijos koeficiento r apskaifiavimas, r

turéty biti daugiau arba lygus 0,95 [110].

ISO 15189 standarte nurodoma, kad validuotos tyrimo procediiros, kurios yra naudojamos
be jokio pakeitimo, turi biiti laboratorijos nepriklausomai patikrintos prie§ pradedant jas naudoti
rutininiame darbe. Laboratorija turi gauti informacijg i$ gamintojo siekiant patvirtinti procediiros
funkcionalumo charakteristikas. Laboratorijos nepriklausomas patikrinimas, gaunant objektyvius
jrodymus, turi patvirtinti, kad tyrimo procedira atitinka deklaruojamas funkcionalumo
charakteristikas. Patikrinimo metu patvirtintos tyrimo procediiros funkcionalumo charakteristikos

turi atitikti numatomga tyrimy rezultaty naudojima [109].
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3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

Tyrimo metu buvo analizuojamos alaninaminotransferazés, aspartataminotrasnferazes,
feritino ir kreatinino koncentracijos atsitiktinai parinktuose zmogaus kraujo serumo méginiuose.
I$ viso buvo atrinkta 116 méginiy alaninaminotransferazés koncentracijos nustatymui, 118
méginiy  aspartataminotransferazés  koncentracijos nustatymui, 42 méginiai feritino
koncentracijos nustatymui ir 121 méginys kreatinino koncentracijos nustatymui. Méginiai buvo
tiriami Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro
Biochemijos laboratorijoje. Visy anali¢iy koncentracijos tyrimai zmogaus kraujo serume buvo
atliekami dviem metodais: ALT ir AST tyrimas — su piridoksalio 5’-fosfatu ir be piridoksalio 5°-
fosfato; feritino tyrimas — turbidimetriniu metodu ir mikrodaleliy chemiliuminescencinés

imunoanalizés metodu (CMIA); kreatininas — Jaffe ir fermentiniu metodu.

1 lentelé. Méginiu skaiciaus pokytis pritaikius i§skirciy pasalinimo metodikas

Tiriamoji analité Lyginami metodai Méginiy skaicius Méginiy skaiéius po
tyrimo pradzioje iSskir¢iy koregavimo
ALT Be P5P / su P5P 116 96
AST Be P5P / su P5P 118 99
Feritinas Turbidimetrinis / CMIA | 42 30
Kreatininas Jaffe / fermentinis 121 95

3.1 ALT nustatymo metodai

Metodo be piridoksalio 5’-fosfato principas

ALT, esantis méginyje, katalizuoja amino grupés perdavimg nuo L-alanino | o-
ketoglutaratg, susidarant piruvatui ir L-glutamatui. Piruvatas, dalyvaujant NADH ir
laktatdehidrogenazei, yra redukuojamas iki L-laktato. Sioje reakcijoje NADH yra oksiduojamas j
NAD". Reakcija  yra  stebima  matuojant  absorbcijos  grei¢io  sumazéjimg
340 nm bangos ilgyje dél NADH oksidacijos j NAD®.
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Metodo su piridoksalio 5°-fosfatu principas

ALT, esantis méginyje, katalizuoja amino grupés perdavimg nuo L-alanino j 2-
oksoglutarata, dalyvaujant piridoksalio 5’-fosfatui. Reakcijos metu susidaro piruvatas ir L-
glutamatas. Piruvatas, dalyvaujant NADH ir LDH, redukuojamas iki L-laktato. Sioje reakcijoje
NADH yra oksiduojamas j NAD". Reakcija stebima matuojant absorbcijos grei¢io sumazé&jimg

340 nm bangos ilgyje dél NADH oksidacijos j NAD®.

2 lentelé. ALT tyrimui naudoty metody palyginimo schema

Be P5P Su P5P

Meéginiy kiekis 96 96

Reagentai:

R1 L-alaninas, B-NADH, LDH L-alaninas, B-NADH, LDH, P5P,
TRIS

R2 L-alaninas, a-ketoglutaratas L-alaninas, 2-oksoglutaro  ragstis,
TRIS

Laboratoriniai

orictaisai Abbott ARCHITECT ¢8000 Abbott ARCHITECT ¢8000

Kokybés kontrol¢ |, Liquid  Assayed Multiqual” | ,,Liquid Assayed Multiqual” partijos

partijos numeris 45790 numeris 45790

3.2 AST nustatymo metodai

Metodo be piridoksalio 5’-fosfato principas

Meéginyje esanti AST katalizuoja amino grupés perkelimg i§ L-aspartato | a-ketoglutarata,
susidarant oksaloacetatui ir L-glutamatui. Oksaloacetatas, dalyvaujant NADH ir malato
dehidrogenazei, yra redukuojamas iki L-malato. Sioje reakcijoje NADH oksiduojamas j NAD".
Reakcija stebima matuojant absorbcijos grei¢io sumazéjimg 340 nm bangos ilgyje dél NADH
oksidacijos | NAD".
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Metodo su piridoksalio 5’-fosfatu principas

Méginyje esantis AST katalizuoja amino grupés perkélimg i§ L-aspartato j 2-

oksoglutarata, dalyvaujant piridoksalio 5’-fosfatui. Reakcijos metu susidaro oksaloacetatas ir L-

glutamatas. Oksaloacetatas, dalvaujant NADH ir MDH, redukuojamas j L-malata. Sioje

reakcijoje NADH oksiduojamas ] NAD". Reakcija stebima matuojant absorbcijos greicio

sumazéjimg 340 nm bangos ilgyje dél NADH oksidacijos | NAD™.

3 lentelé. AST tyrimui naudoty metody palyginimo schema

Be P5P Su P5P
Meéginiy kiekis 99 99
Reagentai:
R1 L-aspartatas, pB-NADH, MDH, | L-aspartatas, B-NADH, MDH, LDH,
LDH P5P, TRIS
R2 L-aspartatas, a-ketoglutaratas L-aspartatas, 2-oksoglutaro ragstis,

TRIS

Laboratoriniai

prietaisai

Abbott ARCHITECT c8000

Abbott ARCHITECT c8000

Kokybés kontrolé

,oLiquid ~ Assayed  Multiqual”

partijos numeris 45790

,Liquid Assayed Multiqual” partijos
numeris 45790

3.3 Feritino nustatymo metodai

Turbidimetrinio metodo principas

Quantia Ferritin reagentai skirti kiekybiniam feritino nustatymui zmogaus kraujo serume

arba plazmoje. Reagentas yra vienodo dydzio polistireno latekso daleliy, kurios padengtos triusio

imunoglobulino G (IgG) antikiinais prie§ Zzmogaus feriting, suspensija. Kai méginys, kuriame yra
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feritino, sumaiSomas su reagentu, jvyksta aiSki agliutinacija, kuri gali biiti iSmatuojama

turbidimetru.

Mikrodaleliy chemiliuminescencinés imunoanalizés metodo principas

Tai dviejy pakopy imunologinis tyrimas feritino nustatymui. Pirmiausia méginys ir
antik@inais prie§ zmogaus feriting padengtos paramagnetinés dalelés yra sumaiSomos. Feritinas,
esantis méginyje, jungiasi prie antikiinai prie§ zmogaus feriting padengty daleliy. Vyksta
plovimas, po kurio j reakcijos mi$inj pridedamas antikiinais prie§ Zzmogaus feriting akridinu
zymétas konjugatas. Vykdomas antrasis plovimas, po kurio | reakcijos misinj yra pridedamas pre-
trigeris (angl. pre-trigger) ir trigeris (angl. trigger). Chemiliuminescencija yra iSmatuojama
santykiniais Sviesos vienetais (RLU). Detekcijos metu nustatomas tiesioginis rySys tarp feritino

kiekio koncentracijos ir RLU.

4 lentelé. Feritino tyrimui naudoty metody palyginimo schema

Turbidimetrinis CMIA
Meéginiy kiekis 30 30
Reagentai: HEPES buferis Antikiinais prie§ zmogaus feriting
padengtos mikrodalelés TRIS
R buferyje su baltymy stabilizatoriais
R? Polistireno latekso daleliy Antikiinai prie$ zmogaus feriting,
suspensija, padengta triusio IgG zyméti akridinu, konjugatas MES
anti-zmogaus feritinu buferyje su baltymy stabilizatoriais
Laboratoriniai _
o Abbott ARCHITECT ¢8000 Abbott ARCHITECT i2000
prietaisal
,Multichem TA Plus* partijos ,»Multichem IA Plus* partijos
Kokybés kontrolé ) )
numeris 35711170 numeris 35711170
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3.4 Kreatinino nustatymo metodai

Jaffe metodo principas

Esant Sarminiam pH, meéginyje esantis kreatininas reaguoja su pikratu ir susiformuoja
kreatinino-pikrato kompleksas. Absorbcijos padidéjimo greitis esant 500 nm bangos ilgiui dél Sio

komplekso susidarymo yra tiesiogiai proporcingas kreatinino koncentracijai méginyje.

Fermentinio metodo principas

Meéginyje esantis kreatininas kreatininazés pagalba hidrolizuojamas ] kreating. Kreatinas
hidrolizuojamas kreatinazés j sarkozing ir karbamidg. Sarkozinas $ioje reakcijoje oksiduojamas
sarkozino oksidazés | glicing ir formaldehida, kartu pasigaminant vandenilio peroksidui.
Susidargs vandenilio peroksidas reaguoja su 4-aminoantipirinu ir N-etil-N-sulfopropil-m-
toluidinu (ESPMT) dalyvaujant peroksidazei, kad susidaryty chinonoimino dazas. Gautas
absorbcijos pokytis esant 548 nm bangos ilgiui yra proporcingas kreatinino koncentracijai
méginyje. Sis fermentinis metodas yra jautrus ir specifiskas kreatininui ir jam jtakos neturi
endogeninés medziagos, tokios kaip bilirubinas, cefalosporinas ir ketortigstys, kurios turi jtakos

Jaffe metodui.
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5 lentelé. Kreatinino tyrimui naudoty metody palyginimo schema

Jaffe Fermentinis

Méginiy kiekis | 95 95

Reagentai:

R1 Natrio hidroksidas (NaOH) Good’s buferis (gamintojas sudéties
neatskleidzia), kreatinazé, sarkozino
oksidaze, katalaze, ESPMT

R2 Pikro rugstis Good’s buferis (gamintojas sudéties

neatskleidzia), kreatininazé,

peroksidazé, 4-aminoantipirinas

Laboratoriniai

Abbott ARCHITECT ¢8000

Abbott ARCHITECT ¢8000

prietaisai
Kokybés ,Liquid Assayed Multiqual®“ partijos | ,,Liquid Assayed Multiqual® partijos
kontrolé numeris 45790 numeris 45790

Statistiné analizé atlikta naudojantis R statistiniu paketu (R Foundation, versija 3.5.3,
JAV), Excel (Microsoft Office, versija 14.0, JAV) bei Excel (Anders Kallner validuotas ANOVA

metodas, versija 8.5, Svedija) ir MedCalc (MedCalc.Ink, versija 19.0, Belgija) programomis.

Metody suderinamumas analizuotas vertinant Bland-Altman ir Passing-Bablok analizes.

Koreliacija tarp analizuojamy metody nustatyta naudojant Pearsono koreliacijos koeficienta. Visi

statistinés analizés rezultatai buvo laikomi statistiSkai reikSmingais, jei p verté <0,05.
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4. TYRIMO REZULTATAI

4.1 Alaninaminotransferazés tyrimo rezultatai

Rezultaty, gauty ALT be piridoksalio 5’-fosfato metodu, intervalas buvo nuo 6 U/L iki 38
U/L, o intervalas rezultaty, gauty ALT su piridoksalio 5’-fosfatu metodu, buvo nuo 6 U/L iki 43
U/L. Rezultatai gauti su P5P buvo didesni nei be PSP metodu gauti rezultatai. Taip yra tod¢l, kad

P5P priedas prisotina ALT ir iSmatuojamas pilnas jos aktyvumas.

ALT aktyvumo matavimai be piridoksalio 5’-fosfato (13 pav.) ir su piridoksalio 5’-fosfato
metodu (14 pav.) pasiskirste pagal Gauso skirstinj. Koreliacija tarp metody buvo r = 0,959
(p<0,0001).

25+
20
N =96
SD = 8,149
TR Vidurkis = 17,884
12 15
.E '\‘
3 !
(@)
10 -
0 1 1 1 1 1 ] | 1 |.| |_i
0 4 7 11 15 18 22 25 29 33 36 40

Be_P5P

13 pav. ALT be P5P aktyvumo rezultaty pasiskirstymas
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N=96
SD =9,249
Vidurkis = 23,198
15
Rl
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| II
0 _1
0 19 22 26 3() 34 37 41
Su_P5P

14 pav. ALT su P5P aktyvumo rezultaty pasiskirstymas

Metodai palyginti naudojant Passing-Bablok regresija (MedCalc programa).

Pagal Passing-Bablok regresine analize, gauta regresijos lygtis y= 2,692 + 1,154x. Atkirta
A = 2,692, jos 95 proc. pasikliautinasis intervalas nuo 1,444 iki 3,909. 0 j §j intervalg nepatenka,
tai rodo, jog gauta atkirta A reikSmingai skiriasi nuo 0 (y= 1x+0). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy
ALT tyrimo metody egzistuoja proporcinis skirtumas. Gautas nuolydis B yra lygus 1,154, o jo
pasikliautinasis intervalas yra nuo 1,091 iki 1,222. | §j intervalg 1 nepatenka ir tai rodo, kad
gautas nuolydis B reikSmingai skiriasi nuo 1 (y=1x+0). Tai reiskia, kad tarp dviejy lyginamy

metody egzistuoja sisteminis skirtumas.

TiesiSkumas tarp dviejy metody parodo, ar tarp jy egzistuoja tiesin¢ priklausomybé.
Taikytas Cusum testas (cumulative sum control chart) rodo, jog néra reik§mingo nukrypimo nuo
tiesiSkumo, p reikSmé yra didesné nei 0,05 (p=0,14). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy metody

egzistuoja tiesiné priklausomybeé.
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6 lentelé. ALT aktyvumo nustatymo metody palyginimas, naudojant Passing-Bablok

regresija

Be P5P Su P5P
Maziausia reik§mé 6,000 6,000
DidZziausia reik§mé 38,000 43,000
Aritmetinis vidurkis 17,844 23,198
Mediana 16,000 22,000
Standartinis nuokrypis 8,149 9,249
Standartiné vidurkio paklaida 0,832 0,944
Sisteminiai skirtumai
Atkirta A 2,692
95% Pasikliautinasis intervalas 1,444 — 3,909
Proporciniai skirtumai
Nuolydis B 1,154
95% Pasikliautinasis intervalas 1,091 - 1,222
Atsitiktiniai skirtumai
Likutinis standartinis 1,765
nuokrypis (LSN)
+1.96 LSN intervalas -3,459 — 3,459

TiesiSkumas

Cusum tiesiSkumo testas

Néra reik§mingo nukrypimo nuo
tiesiSkumo (P=0,14)
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Su_P5P

y=2,692 + 1,154 x

n =96
| | ) | ! |
10 20 30 40 50
Be_P5P

15 pav. Passing-Bablok regresija: regresijos linija — mélyna, regresijos linijos

pasikliautinis intervalas — punktyrinés linijos, x=y linija — violetin¢ linija

- F(x)

Su_P5P

o N B O ©

| L | L |

20

40 60 80
Rank(x,y)

16 pav. Paklaidy (residuals) iSsidéstymas

100
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17 pav. Bland-Altman diagrama (x asis — skirtumas tarp dviejy metody matavimy (be
P5P ir su P5P), y asis — dviejy metody procentinis vidurkis, violetiné linija — skirtumy regresijos

linija)

Atlikus Bland-Altman analiz¢, matoma, kad skirtumo aritmetinis vidurkis lygus -27,541,
Jo 95 proc. pasikliautinasis intervalas nuo 30,562 iki -24,519. Apatiné riba -56,769, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo -61,951 iki -51,588, virsutiné riba — 1,689, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo -3,493 iki 6,870. Pavaizduotoje diagramoje matoma, kad beveik
visi taskai telpa j -1,96SD — +1,96SD ribas. Rezultatai statistiSkai reikSmingi, nes p<0,05 (p=
<0,0001).

4.2 Aspartataminotransferazés tyrimo rezultatai

Rezultaty, gauty AST be piridoksalio 5’-fosfato metodu, intervalas buvo nuo 8 U/L iki 37
U/L, o intervalas rezultaty, gauty ALT su piridoksalio 5’-fosfatu metodu, buvo nuo 10 U/L iki 43
U/L. Rezultatai, gauti su P5P, buvo didesni nei be P5P metodu gauti rezultatai. Taip yra todél,

kad P5P priedas prisotina AST ir iSmatuojamas pilnas jos aktyvumas.
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AST aktyvumo matavimai be piridoksalio 5’-fosfato (18 pav.) su piridoksalio 5’-fosfato

metodu (19 pav.) pasiskirste pagal Gauso skirstinj. Koreliacija tarp metody buvo r = 0,937
(p<0,0001).

25+
N=99
SD = 6,013
Vidurkis = 20,636
20 -
. B
=
3
a
10 -
5+
0 -.

40
Be_PSP

18 pav. AST be P5P aktyvumo rezultaty pasiskirstymas

N=99
SD = 6,820
Vidurkis = 26,051

Daznis

19 pav. AST su P5P aktyvumo rezultaty pasiskirstymas

Su_PSP

Metodai palyginti naudojant Passing-Bablok regresija (MedCalc programa).
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7 lentelé. AST aktyvumo nustatymo metody palyginimas, naudojant Passing-Bablok

regresija
Be P5P Su P5P

Maziausia reikSmé 8,000 10,000
DidZiausia reik§mé 37,000 43,000
Aritmetinis vidurkis 20,636 26,051
Mediana 20,000 25,000
Standartinis nuokrypis 6,013 6,820
Standartiné vidurkio paklaida 0,604 0,686
Sisteminiai skirtumai
Atkirta A 2,286
95% Pasikliautinasis intervalas 0,667 — 5,000
Proporciniai skirtumai
Nuolydis B 1,143
95% Pasikliautinasis intervalas 1,000 — 1,222
Atsitiktiniai skirtumai
Likutinis standartinis 1,610
nuokrypis (LSN)
+1.96 LSN intervalas -3,155 - 3,155
TiesiSkumas
Cusum tiesiSkumo testas Neéra reik§mingo nukrypimo nuo

tiesiskumo (P=0,99)

Pagal Passing-Bablok regresing analize, gauta regresijos lygtis y= 2,286 + 1,143x. Atkirta
A = 2,259, jos 95 proc. pasikliautinasis intervalas nuo 0,667 iki 5,000. 0 j §j intervala nepatenka,
tai rodo, jog gauta atkirta A reikSmingai skiriasi nuo 0 (y= 1x+0). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy
AST tyrimo metody egzistuoja proporcinis skirtumas. Gautas nuolydis B yra lygus 1,143, 0 jo
pasikliautinasis intervalas yra nuo 1,000 iki 1,222. | §j intervalg patenka 1 ir tai rodo, kad néra
reik§mingo skirtumo tarp gautos nuolydzio B reik§més ir 1 (y=1x+0). Tai reiskia, kad tarp dviejy

lyginamy metody néra reikSmingo sisteminio skirtumo.
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TiesiSkumas tarp dviejy metody parodo, ar tarp jy egzistuoja tiesiné priklausomybe.
Taikytas Cusum testas (cumulative sum control chart) rodo, jog néra reik§mingo nukrypimo nuo
tiesiSkumo, p reikSmé yra didesné nei 0,05 (p=0,99). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy metody

egzistuoja tiesin¢ priklausomybe.
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20 pav. Passing-Bablok regresija: regresijos linija — mélyna, regresijos linijos

pasikliautinis intervalas — punktyrinés linijos, x=Y linija — violetin¢ linija
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21 pav. Paklaidy (residuals) iSsidéstymas
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22 pav. Bland-Altman diagrama (x asis — skirtumas tarp dviejy matavimo metody (be
P5P ir su P5P), y asis — dviejy metody procentinis vidurkis, violetiné linija — skirtumy regresijos

linija)

Atlikus Bland-Altman analize¢, matoma, kad skirtumo aritmetinis vidurkis lygus -23,977,
jo 95 proc. pasikliautinasis intervalas nuo -26,114 iki -21,841. Apatiné riba -44,972, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo -48,636 iki -41,309, virSutiné riba — -2,982, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo -6,646 iki 0,681. Pavaizduotoje diagramoje matoma, kad beveik
visi taskai telpa j -1,96SD — +1,96SD ribas. Rezultatai statistiS$kai reik§mingi, nes p<0,05 (p=
0,0001).

4.3 Feritino tyrimo rezultatai

Rezultaty, gauty turbidimetriniu metodu, intervalas buvo nuo 16,7 pg/l iki 229 ug/l, o
intervalas rezultaty, gauty CMIA metodu, buvo nuo 5,94 pg/l iki 186,24 ng/l. Rezultatai, gauti

CMIA metodu, buvo mazesni nei turbidimetriniu metodu gauti rezultatai.
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Feritino koncentracijos matavimai turbidimetriniu (23 pav.) metodu ir mikrodaleliy

chemiliuminescencinés imunoanalizés metodu (24 pav.) pasiskirste pagal Gauso skirstinj.

Koreliacija tarp metody buvo r = 0,851 (p<0,0001).
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23 pav. Feritino koncentracijos matavimy pasiskirstymas turbidimetriniu metodu

N=30
SD = 60,198
Vidurkis = 82,175

Daznis

100 120 140 160 180 200
CMIA

24 pav. Feritino koncentracijos matavimy pasiskirstymas CMIA metodu
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Metodai palyginti naudojant Passing-Bablok regresija (MedCalc programa).

8 lentelé. Feritino koncentracijos nustatymo metody palyginimas, naudojant

Passing-Bablok regresija

Turbidimetrinis CMIA

Maziausia reikSmeé 16,700 5,940
DidZiausia reikSmeé 229,000 186,240
Aritmetinis vidurkis 84,767 82,175
Mediana 72,300 62,235
Standartinis nuokrypis 53,055 60198
Standartiné vidurkio paklaida 9,686 10,991
Sisteminiai skirtumai
Atkirta A -15,843
95% Pasikliautinasis intervalas -20,508 —-10,011
Proporciniai skirtumai
Nuolydis B 1,263
95% Pasikliautinasis intervalas 1,179 -1,332
Atsitiktiniai skirtumai
Likutinis standartinis 23,050
nuokrypis (LSN)
+1.96 LSN intervalas -45,178 — 45,178
TiesiSkumas
Cusum tiesiSkumo testas Néra reik§mingo nukrypimo nuo

tiesiSkumo (P=0,63)

Pagal Passing-Bablok regresing analize, gauta regresijos lygtis

y= 15,843 + 1,263x. Atkirta A = -15,843, jos 95 proc. pasikliautinasis intervalas nuo -20,508 iki -
10,011. 0 j §j intervalg nepatenka, tai rodo, jog gauta atkirta A reikSmingai skiriasi nuo 0 (y=
1x+0). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy feritino tyrimo metody egzistuoja proporcinis skirtumas.
Gautas nuolydis B yra lygus 1,263, o jo pasikliautinasis intervalas yra nuo 1,179 iki 1,332. | §j
intervalg 1 nepatenka ir tai rodo, kad gautas nuolydis B reikSmingai skiriasi nuo 1 (y=1x+0). Tai
reiSkia, kad tarp dviejy lyginamy metody egzistuoja sisteminis skirtumas.
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TiesiSkumas tarp dviejy metody parodo, ar tarp jy egzistuoja tiesiné priklausomybé. Taikytas
Cusum testas (cumulative sum control chart) rodo, jog néra reikSmingo nukrypimo nuo
tiesiSkumo, p reikSmé yra didesné nei 0,05 (p=0,63). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy metody
egzistuoja tiesin¢ priklausomybe.
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25 pav. Passing-Bablok regresija: regresijos linija — mélyna, regresijos linijos

pasikliautinis intervalas — punktyrinés linijos, X=Y linija — violetin¢ linija
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26 pav. Paklaidy (residuals) iSsidéstymas
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27 pav. Bland-Altman diagrama (x aSis — skirtumas tarp dviejy metody matavimy
(turbidimetrinis ir CMIA), y asis — dviejy metody procentinis vidurkis, violetiné linija — skirtumy

regresijos linija)

Atlikus Bland-Altman analiz¢, matoma, kad skirtumo aritmetinis vidurkis lygus 14,754, jo 95
proc. pasikliautinasis intervalas nuo -0,896 iki 30,403. Apatiné riba -67,390, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo -94,437 iki -40,343, virSutiné riba — 96,898, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo 69,850 iki 123,945. Pavaizduotoje diagramoje matoma, kad tik
vienas taskas netelpa j -1,96SD — +1,96SD ribas. Rezultatai statistiSkai nereik§mingi, nes p>0,05
(p=0,064).

Feritino tyrimo rezultatai buvo suskirstyti j intervalus siekiant jvertinti, kaip skiriasi gauti

rezultatai naujuoju CMIA metodu, lyginant su senuoju turbidimetriniu metodu (9 lentelé).

9 lentelé. Feritino reik§miy poslinkis, tiriant CMIA metodu

Feritino reikSmiy Analizuoty pacienty | Feritino reikSmiy ReikSmingumas
intervalas, g/l méginiy skaicius (n) CMIA metodu (p verté)
poslinkis, %
Iki 100 19 -24.8 0,097
100 ir daugiau 11 6,5 0,48
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4.4 Kreatinino tyrimo rezultatai

Rezultaty, gauty modifikuotu Jaffe metodu, intervalas buvo nuo 48 umol/l iki 206 umol/I,
o intervalas rezultaty, gauty fermentiniu metodu, buvo nuo 31 umol/l iki 199 umol/l. Rezultatai,
gauti fermentiniu metodu, buvo mazesni nei modifikuotu Jaffe metodu gauti rezultatai. Taip gali
biti todél, kad fermentinis metodas maziau reaguoja i jvairias trukdancias medziagas méginyje,

todél gaunami tikslesni kreatinino rezultatai.

Kreatinino koncentracijos matavimai modifikuotu Jaffe metodu (28 pav.) ir fermentiniu

metodu (29 pav.) pasiskirste pagal Gauso skirstinj. Koreliacija tarp metody buvo r = 0,984

(p<0,0001).
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28 pav. Kreatinino koncentracijos matavimy pasiskirstymas Jaffe metodu
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29 pav. Kreatinino koncentracijos matavimy pasiskirstymas fermentiniu metodu
Metodai palyginti naudojant Passing-Bablok regresija (MedCalc programa).

Pagal Passing-Bablok regresing analize gauta regresijos lygtis
y=11,516 + 1,062x. Atkirta A = -11,516, jos 95 proc. pasikliautinasis intervalas nuo 15,400 iki -
6,882. 0 | §j intervalg nepatenka, tai rodo, jog gauta atkirta A reikSmingai skiriasi nuo 0 (y=
1x+0). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy feritino tyrimo metody egzistuoja proporcinis skirtumas.
Gautas nuolydis B yra lygus 1,062, o jo pasikliautinasis intervalas yra nuo 1,024 iki 1,100. | §j
intervalg 1 nepatenka ir tai rodo, kad gautas nuolydis B reik§mingai skiriasi nuo 1 (y=1x+0). Tai

reiSkia, kad tarp dviejy lyginamy metody egzistuoja sisteminis skirtumas.

TiesiSkumas tarp dviejy metody parodo, ar tarp jy egzistuoja tiesiné priklausomybé. Taikytas
Cusum testas (cumulative sum control chart) rodo, jog néra reikSmingo nukrypimo nuo
tiesiSkumo, p reikSmé yra didesné nei 0,05 (p=0,22). Vadinasi, tarp dviejy lyginamy metody

egzistuoja tiesiné priklausomybé.
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10 lentelé. Kreatinino koncentracijos nustatymo metody palyginimas, naudojant

Passing-Bablok regresija

Jaffe Fermentinis

Maziausia reikSmeé 48,000 31,000
DidZziausia reik§mé 206,000 199,000
Aritmetinis vidurkis 98,884 93,221
Mediana 83,000 86,000
Standartinis nuokrypis 39,0212 40,090
Standartiné vidurkio paklaida 4,004 4113
Sisteminiai skirtumai
Atkirta A -11,516
95% Pasikliautinasis intervalas -15,400 - -6,882
Proporciniai skirtumai
Nuolydis B 1,062
95% Pasikliautinasis intervalas 1,024 - 1,100
Atsitiktiniai skirtumai
Likutinis standartinis 5,179
nuokrypis (LSN)
+1.96 LSN intervalas -10,151 - 10,151
TiesiSkumas
Cusum tiesiSkumo testas Neéra reik§mingo nukrypimo nuo

tiesiSkumo (P=0,22)
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32 pav. Bland-Altman diagrama (x asis — skirtumas tarp dviejy metody matavimy (Jaffe
ir fermentinis), y aSis — dviejy metody procentinis vidurkis, violetiné linija — skirtumy regresijos

linija)

Atlikus Bland-Altman analize, matoma, kad skirtumo aritmetinis vidurkis lygus 8,064, jo 95
proc. pasikliautinasis intervalas nuo 5,736 iki 10,392. Apatiné¢ riba -14,335, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo -18,328 iki -10,343, virSutiné¢ riba — 30,463, 95 proc.
pasikliautinasis intervalas nuo 26,470 iki 34,455. Pavaizduotoje diagramoje matoma, kad beveik
visi taskai telpa j -1,96SD — +1,96SD ribas. Rezultatai statistiS$kai reik§mingi, nes p<0,05 (p=
<0,0001).

Pagal gautus kreatinino tyrimo rezultatus buvo apskai¢iuojamas glomeruly filtracijos
greitis naudojantis CKD-EPI lygtimi (angl. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)
bei gauti rezultatai suskirstyti j intervalus pagal CKD Kklasifikacijos sistemg. eGFR rezultatai
tiriant fermentiniu kreatinino metodu yra nezymiai didesni nei tiriant Jaffe kreatinino metodu (11

lentelé).
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11 lentelé. Apskaiciuojamo glomeruly filtracijos greicio [eGFR (CKD-EPI)] poslinkis

eGFR reikSmiy Analizuoty pacienty eGFR reikSmiy ReikSmingumas
intervalas, ml/min/1,73 | méginiy skaicius (n) fermentiniu metodu (p verteé)
m2 poslinkis, %
15-30 4 8,7 0,044
30-60 32 3,6 0,003
60 — 90 21 34 0,013

Skiriasi ir kreatinino rezultatai, gauti naujuoju fermentiniu kreatinino matavimo metodu,

lyginant su senuoju modifikuotu Jaffe metodu (12 lentelé).

12 lentelé. Kreatinino reik§miy poslinkis tiriant fermentiniu metodu

Kreatinino reik§miy Analizuoty pacienty | Kreatinino reikSmiy | Reik§mingumas
intervalas, pmol/I méginiy skaicius (n) fermentiniu  metodu | (p verté)
poslinkis, %
48 — 115 47 -5,9 <0,0001
115 - 300 29 -3,5 0,001

4.5 Rezultaty neglaudumo jvertinimas

ALT, AST, feritino ir kreatinino metody glaudumo duomenys buvo jvertinti naudojant

dispersijos komponenty analiz¢. Skaifiavimas grindZziamas kvadraty ir vidurkio kvadraty

sumomis, kurios gali biiti gautos vienfaktorine dispersine analize (angl. One-way ANOVA).
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Alaninaminotransferzé

ALT1 lygis ALT2 lygis
25.00 95.0
2400 1 250 ke 92.0 R 11, T
Tiksling verté .
3300 A Tiksliry
91.0 4
22.00 4 % ’ [ 8
B 2100 | % . T- IE - H 01
@ 20,00 I T f X 87.01
| 3
.'E 19.00 g 850 4 %
> 18.00 A & -
83.0 T+ .
17.00 A % § ?
81.0 .
004 e T ey
Standartinis nuokrypis Standartinis nuokrypis
15.00 . . . . . 79.0 ; ; " - -
0 1 2 3 4 5 G 0 1 2 3 4 5 6
Matavimy serijos Matavimy serijos
33 pav. Grafinis ALT 1 lygio kontrolinés 34 pav. Grafinis feritino 1 lygio
‘e kontrolinés  medziagos  neglaudumo
medziagos neglaudumo duomeny
pavaizdavimas duomeny pavaizdavimas

33 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad visy matavimy serijy rezultatai telpa |
nustatytas #2SD ribas. Matavimy rezultatai yra mazesni, nei kontroliniy medZziagy aprase
nurodyta tiksliné verté (angl. target value), kuri yra 24,5 U/L, o miisy matavimy rezultaty gautas
aritmetinis vidurkis buvo 20,8 U/L, ta¢iau misy matavimai tenkina kontroliniy medziagy aprase

nurodyta matavimo ver¢iy intervalg, kuris yra 15,3 — 33,7 U/L.

34 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad pirmos serijos vienas matavimas
netelpa j nustatytas #2SD ribas. Matavimy serijy rezultatai yra mazesni nei kontroliniy medziagy
apraSe nurodyta tiksliné verté, kuri yra 93,9 U/L, o miisy matavimais gauty rezultaty aritmetinis
vidurkis buvo 83,08 U/L, taciau miisy matavimai tenkina kontroliniy medziagy aprase nurodytg

matavimo veréiy intervalg, kuris yra 78,5 — 109 U/L.
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13 lentelé. ALT dispersijos komponenty analizés rezultatai

1 lygio kontrolé 2 lygio kontrolé

g g g g
s g |5, £ s g | Z. £
g £ =2 2 g g S
5 5 N & 5 5 3 8 E N Neglaudumas
T T | 5% =z |2 |T | Pz S o
E |8 |88 85 |5 | & | &% g5 pagal
g | & S E R g | & S E R Westgard
; §~ s £ s £ ; ; & & g e biologinés
Szl E |3 g % = Szl E |3 2 5 = variacijos
= = < < = = < < .
RS R ~| © § o § RS| R =~| © g o g model]
sl 8c| g2 22 eS| Lz g2 22
n S| 0.2 § =3 n S| 2.8 §3 €73
SE| ST =& = = SE|l 2B E& = 8
Sel 32| Em £ Selzel Ew £ =
O8I O0O8| 0O g O = O8O 80O ¢ O =
19 1,6 1,2 1,8 0,6 1,1 0,5 1,7

Nepriimtina | Priimtina Nepriimtina | Priimtina 9.7

— — (p=0,002) | (p=0,525 | - - (p=0,232) | (p=0,018 ’
) )

Atlikus ALT kontroliniy medziagy neglaudumo analiz¢ nustatyta, kad pirmo lygio
kontrolinés medziagos neglaudumas tarp matavimy (CV 1,9 proc.) netenkina gamintojo
deklaruojamos vertés (CV 1,2 proc.). Antro lygio kontrolinés medziagos gautas neglaudumo

variacijos koeficientas 0,6 proc. irgi neatitinka gamintojo deklaruotos 0,5 proc. CV vertés.
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Aspartataminotransferazé

= Grupde vidurkis - @ Grupds vidurk
AST1lygis © Grupasvid AST 2lygis )
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M090 {
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+l = l T
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= S 106.0 - .
2 [
2 37.00 A . < .
= 105.0 -
36.00 - 104.0 A
Standartinis nuokrypis Standartinis nuokrypis
35.00 T T T : ; 103.0 T T ] ] T .
0 1 2 3 4 5 B ] 1 2 2 4 5 B
Matavimy serijos Matavimy serijos

35 pav. Grafinis AST 1 lygio kontrolinés 36 pav. Grafinis AST 2 lygio kontrolinés

medZiagos neglaudumo duomeny medZiagos neglaudumo duomeny

pavaizdavimas pavaizdavimas

35 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad penktos matavimy serijos du matavimai
nezymiai vir§ija nustatytas +2SD ribas. Matavimy rezultatai yra mazesni nei kontroliniy
medziagy apraSe nurodyta tiksliné verté, kuri yra 40,6 U/L, o misy matavimy serijy rezultaty
aritmetinis vidurkis buvo 37,64 U/L, ta¢iau miisy matavimai tenkina kontroliniy medziagy aprase

nurodytg matavimo ver¢iy intervalg, kuris yra 35,6 — 45,7 U/L.

36 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad penktos matavimy serijos vienas
matavimas nezymiai vir§ija nustatytas #2SD ribas. 1-4 matavimy serijos rezultatai yra mazesni
nei kontroliniy medziagy aprase nurodyta tiksliné verté, kuri yra 108 U/L, o penktos matavimy
serijos gautas rezultaty aritmetinis vidurkis (108,2 U/L) virSija nustatytg tiksling verte, taiau visi

matavimai tenkina kontroliniy medziagy aprase nurodyta matavimo verciy intervalg, kuris yra

95,5-120 U/L.
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14 lentelé. AST dispersijos komponenty analizés rezultatai

1 lygio kontrolé 2 lygio kontrolé

g g g g
s g |E, |2 s |g |5, |2

= S
= z N 8 5 z : = 5 Neglaudumas
218 | %3 ol 212 | %3 il
E |5 | 8% g5 Z | E |82 g £ pagal
oy 2 S E R & & S E s Westgard
; ;* s g R=l =y ; ; s g s £ biologinés
S g E é b 3% sz E @ = é = variacijos
p— p— -O p— — .
RE| R ~| © g o § SRS ~| o g o g modelj
sl el g2 S 2 es| e 22 22
2 & 2.2 28 £ 3 2 Sl 22| 22 =3
S &8 =T 2= == SE|l 87 E 5 E 5
5 & 32| 8% & & 58 28| 8 5 %
O O0OE| O ¢ O < O8O E8|0 ¢ O =
11 | 14 2,5 3,7 05 | 08 0,6 0,6

Priimtina | Priimtina Priimtina | Nepriimtina 6.15

— — | (p<0,0001 | (p<0,000 | - - (p=0,315) | (p=0,060) ’
) 1)

AST pirmo lygio kontrolinés medZiagos matavimy rezultatai yra priimtini gamintojo
deklaruojamoms vertéms, taciau antro lygio kontrolinés medziagos matavimai tarp dieny
netenkina gamintojo deklaruojamy rezultaty. Gautas variacijos koeficiento (CV) rezultatas 0,8

proc. yra didesnis nei gamintojo deklaruojama 0,6 proc. verté.
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Feritinas

FER 1lygis FER 2 lygis ¢ s
35.00 190.0 ; ;
34.00 1 185.0
3200 4 e S [ N B
180.0
32.00 3 % . . !
Q 3100 - [ : ] @ 1750 ; o,
® - * T % + 1
+ 3000 . % : @ 1700 ] r
= . . = .
.'E 29.00 1 'E 165.0 ®
> o T TS
27.00
26,00 - | 185.0 | —
25.00 : . . Standlammsm,fokryps 150.0 . . . Stan El!r'tInISﬂuICI rypis
0 1 2 3 4 5 B 0 1 2 3 4 5 B
Matavimy serijos Matavimy serijos
37 pav. Grafinis feritino 1 lygio 38 pav. Grafinis feritino 2 lygio
- ve kontroliné medZi negl m
Kontrolinés  medZiagos  neglaudumo ontrolines edZiagos eglaudumo
. . men vaizdavim
duomeny pavaizdavimas duomeny pavaizdavimas

37 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad trec¢ios matavimy serijos du matavimai
nepatenka j nustatytas +2SD ribas. Atlikty feritino matavimy rezultatai virSija kontroliniy
medziagy aprase nurodyta tiksling vertg, kuri yra 28,4 pg/l, o miisy matavimy serijomis gauty
rezultaty aritmetinis vidurkis buvo 30,99 png/l, ta¢iau miisy matavimai tenkina kontroliniy

medziagy aprase nurodyta matavimo verciy intervalg, kuris yra 19,9 — 36,9 pg/l.

Is 38 paveiksle pavaizduoto grafiko matoma, kad pirmos matavimy serijos vienas
matavimas nepatenka j nustatytas +2SD ribas. Taip pat matavimy serijy, iSskyrus pirmaja
matavimy serijg, rezultatai virSija kontroliniy medziagy aprasuose nurodytg tiksline verte, kuri
yra 173 pg/l, taciau miisy matavimai tenkina kontroliniy medZziagy aprase nurodyta matavimo

verciy intervalg, kuris yra 138 — 207 pg/l.
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15 lentelé. Feritino dispersijos komponenty analizés rezultatai

1 lygio kontrolé 2 lygio kontrolé

g g g g
s g £, |2 : g |52, |Z

=]
= = = 5 : z 8 E 5 Neglaudumas
2 | E =z sz ER » & o B I
E | E |83 85 g | B | 88 R paga
oy oy S E R & & S E s Westgard
; ; g g s g ; ; s £ s & biologinés
s g E é b 3 % s g| 8 é b é = variacijos
RS R ~| © g o § S =| © g o g modelj
el gcl o2 S B eS|l 8g| g2 22
n S| 2.2 §73 =t nw S| ».8] €73 €3
S E| £ 2= == S &l 873 E 5 E 5
5 & B8 2| 8 20 c P 2 & 2 & 8 & s P
O8I O8 O e O < O8I0 0 ¢ O =
2,6 2,1 3,6 4,3 2,8 1,9 4,8 6,4
B B Priimtina | Priimtina B B Priimtina | Priimtina 7,1

(p=0,074) | (p=0,0002) (p=0,004) | (p<0,0001)

Atlikto tyrimo metu pirmo ir antro lygio feritino kontrolinés medziagos tenkino gamintojo
deklaruojamas variacijos koeficiento vertes tiek tarp matavimy (CV 2,6 proc. ir 2,8 proc.), tiek

tarp skirtingy matavimo dieny (CV 2,1 proc. ir 1,9 proc.).

Kreatininas
CR 1 lygis CR 2 lygis
76.00
75 171.0 4
Tiksling verté
74.00 A 169.0
a 167.0
@ 20 165.0
+ o
[ i L
< 70.00 41 1620 - P
3 ] 0 %
T & X 161.0 g} :
S 68.00 : = .
T & 3 P
- - .
% o & 2 1500 1 % ?
£6.00 -
1B7.0 e
Standartinis nuokrypis Standartinis nuokrypis
64,00 ' ' ' . . 155.0 . T . . ' 4
0 1 2 3 4 5 3 0 1 2 3 4 5 &
Matavimy serijos Matavimy serijos

39 pav. Grafinis kreatinino 1 lygio 40 pav. Grafinis kreatinino 2 lygio

kontrolinés medZiagos neglaudumo kontrolinés medziagos neglaudumo

duomeny pavaizdavimas duomeny pavaizdavimas
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39 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad visy matavimy serijy rezultatai telpa j
nustatytas #22SD ribas. Taciau kreatinino 1 lygio kontrolinés medziagos matavimy rezultatai yra
mazesni uz kontroliniy medziagy aprasuose nurodyta tiksling verte, kuri yra 75,1 umol/l, o miisy
atlikty matavimy serijy aritmetinis vidurkis buvo 67,32 pumol/l.TaCiau miisy matavimai tenkina

kontroliniy medziagy aprase nurodyta matavimo verciy intervalg, kuris yra 60,1 — 89,3 umol/I.

40 paveiksle pavaizduotame grafike matoma, kad, kaip ir 1 lygio kreatinino kontroliniy
medziagy, taip ir 2 lygio kontroliniy medziagy matavimy serijy rezultatai telpa j nustatytas £2SD
ribas. Taciau, kaip ir 1 lygio kontroliniy medziagy, 2 lygio matavimy serijy rezultatai yra mazesni
uz kontroliniy medziagy aprasuose nurodytg tiksling verte, kuri yra 171 umol/l, o miisy matavimy
serijy rezultaty aritmetinis vidurkis buvo 160,15 pmol/l, tafiau miisy matavimai tenkina

kontroliniy medziagy aprase nurodyta matavimo verciy intervala, kuris yra 137 — 205 pmol/l.

16 lentelé. Kreatinino dispersijos komponenty analizés rezultatai

1 lygio kontrolé 2 lygio kontrolé

g g g g
2 2 = n = S 3 S = =

= =) =) =
: : N 8 S : z S E > Neglaudumas
'g 'g = > = "g "g = > = o
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PR RS BT (TR ED i | e
= = &£ s £ = = s £ s & biologinés
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gl el =2 o2 g8l gzl o2 o2
w S| nO BT = A S| a0 27T = o
8 E g%-gg -§§ 8 E g%-é% g%
=) S5 o &l &l =} =} Bl Y
0,6 1,1 0,64 2,65 0,4 0,9 0,33 1,45
B B Priimtina Priimtina B B Priimtina | Priimtina 2,98

(p=0,744) | (p<0,0001) (p=0,209) | (p=0,010)

Tyrimo metu nustatyta, kad pirmo ir antro lygio kreatinino kontrolinés medziagos tenkino
gamintojo deklaruojamas variacijos koeficiento vertes tiek tarp matavimy (CV 0,6 proc. ir 0,4

proc.), tiek tarp skirtingg matavimo dieny (CV 1,1 proc. ir 0,9 proc.).




5. REZULTATU APTARIMAS

5.1 Alaninaminotransferazé

Alaninaminotransferazé yra fermentas, kuris daZzniausiai randamas kepenyse. Kartu su
kitais fermentais ji gali biiti naudojama jvairiy kepeny sutrikimy eigai stebéti [3]. Kepeny lasteliy
pazeidimas pasireiskia padidéjusiu ALT aktyvumu serume dar prie§ atsirandant klinikiniams
simptomams ir pozymiams, tod¢l svarbu laiku ir tinkamai jvertinti gautus tyrimo rezultatus.
Tiriant ALT be piridoksalio 5’-fosfato, iSmatuojamas nepilnas ALT aktyvumas, kadangi
apofermentas yra nepilnai prisotintas [28], todél buvo nuspresta jdiegti IFFC rekomenduojama
ALT tyrimo metoda su piridoksalio 5’-fosfatu, kuris padidina katalizinj ALT apofermento

aktyvumg ir taip iSmatuojama tikslesné analités verte.

Atlikta Passing-Bablok regresine analize nustatyta, kad tarp metody egzistuoja
proporcinis ir sisteminis skirtumai. Gauta atkirta A buvo lygi 2,692, o nuolydis B buvo lygus
1,154. Lawrence ir Kity mokslininky [111] atliktame tyrime gautas nuolydis B buvo didesnis uz 1,
o tarp metody egzistavo sisteminis skirtumas, kadangi j 95 proc. pasikliautinj intervalg nepateko

1 — tai sutampa su tyrimo duomenimis.

Pagal gauta Bland-Altman diagrama matoma, kad ALT rezultatai gauti be piridoksalio 5’-
fosfato metodu yra mazesni nei gauti su piridoksalio 5’-fosfatu ir nustatytas neigiamas poslinkis
tarp rezultaty, kuris buvo -27,5 proc. (p<0,0001). Lawrence ir kity mokslininky [111] atliktame
tyrime nustatytas neigiamas poslinkis tarp lyginamy metody, o tai sutampa su tyrimo metu

gautais rezultatais.

Atlikus AST su piridoksalio 5’-fosfatu metodo kontroliniy medziagy neglaudumo analizg
nustatyta, kad pirmo lygio kontrolinés medziagos neglaudumas tarp matavimy (CV 1,9 proc.)
netenkina gamintojo deklaruojamos vertés (CV 1,2 proc.) (p=0,002). Be to, ir antro lygio
kontrolinés medziagos gautas neglaudumo tarp matavimy variacijos koeficientas 0,6 proc.
neatitinka gamintojo deklaruotos 0,5 proc. CV vertés (p=0,232). Taciau Westgard biologinés
variacijos modelio deklaruota CV verté skiriasi nuo gamintojo deklaruojamos vertés. Tai gali
lemti salygos, kuriomis gamintojas atliko analiz¢ — tyrimas atliktas idealiomis salygomis, todél

rezultaty CV reikSmés yra deklaruojamos mazesnés nei Westgard biologinés variacijos modelio.
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Pritaikius §j modelj, visi glaudumo analizés rezultatai, tick pirmo lygio, tiek antro lygio
kontroliniy medziagy, tenkina modelyje nurodytag CV verte (9,7 proc.). Analizuotas naujasis ALT
tyrimo metodas su piridoksalio 5’-fosfatu yra priimtinas. Kaip ir AST atveju, abu metodai - tiek
be P5P, tiek su P5P - atitinka analitinius kriterijus norint juos taikyti rutiningje praktikoje. Vis
délto su piridoksalio 5’-fosfatu gaunami tikslesni rezultatai, nes pasiekiamas pilnas fermento
aktyvumas. Tai turi jtakos ne tik AST, bet ir ALT rezultatams, ypac tiriant pacientus, kuriems
yra vitamino Be deficitas, kai tiriant be piridoksalio 5’-fosfatu gali bati gaunami klaidingai mazi

rezultatai.

5.2 Aspartataminotransferazé

Aspartataminotransferazé yra fermentas, kuris dazniausiai randamas kepenyse. Kaip ir
ALT, kartu su kitais fermentais AST gali bati naudojama jvairiy kepeny sutrikimy eigai stebéti
[3]. Dél egzistuojanéiy dviejy AST formy (mitochondriné ir citoplazming), lastelé turi bati labiau
pazeista, kad AST patekty j tarplgsteling erdve, kadangi mitochondriné AST sudaro 70 proc. Kaip
ir ALT, tiriant AST be piridoksalio 5’-fosfato, iSmatuojamas nepilnas fermento aktyvumas [28],
todél buvo nuspresta jdiegti IFFC rekomenduojamg AST tyrimo metoda su piridoksalio 5°-

fosfatu, kuris padidina katalizinj AST aktyvumg ir iSmatuojama tikslesné verte.

Atlikta Passing-Bablok regresine analize nustatyta, kad tarp metody egzistuoja
proporcinis skirtumas, o reikSmingo sisteminio skirtumo néra. Gauta atkirta A buvo lygi 2,259, o
nuolydis B buvo lygus 1,143. Lawrence ir Kity mokslininky [111] atliktame tyrime gautas
nuolydis B buvo didesnis uz 1, taciau j jo 95 proc. pasikliautinj intervalg nejéjo 1, tai reiskia, kad
juy atliktame tyrime tarp metody egzistavo sisteminis skirtumas, o tai prieStarauja gautiems
rezultatams. Tac¢iau Lawrence ir kity mokslininky [111] atliktame tyrime pacienty imtis buvo 320,
trigubai didesné nei miisy atlikto tyrimo imtis, be to, gali buti, kad Siy autoriy tyrime pacientai
buvo pasirinkti selektyviai, o misy tyrime nebuvo taikyta rimty kriterijy pacienty méginiy

atrinkimui. Tai galéjo lemti gauty rezultaty skirtumus.

Pagal gauta Bland-Altman diagrama matoma, kad AST rezultatai, gauti be piridoksalio
5’-fosfato metodu, yra mazesni nei gauti su piridoksalio 5’-fosfatu ir nustatytas neigiamas
poslinkis tarp rezultaty, kuris buvo -24 proc. (p<0,0001). Lawrence ir kity mokslininky [111]
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atliktame tyrime nustatytas neigiamas poslinkis tarp lyginamy metody, o tai sutampa su tyrimo

metu gautais rezultatais.

Atlikus AST nustatymo su piridoksalio 5’-fosfatu metodo neglaudumo analize, gauti
pirmo lygio kontroliniy medziagy variacijos koeficienty rezultatai tenkino gamintojo
deklaruojamas vertes, taciau antro lygio kontrolinés medziagos matavimai tarp dieny netenkina
gamintojo deklaruojamy rezultaty. Gautas variacijos koeficiento (CV) rezultatas 0,8 proc. yra
didesnis nei gamintojo deklaruojama 0,6 proc. verté (p=0,060). Tai, kad $i verté yra nepriimtina,
galima paaiskinti tuo, jog gamintojas tyrimg atliko idealiomis sglygomis — nauji prietaisai, naujos
kontrolinés medziagos, be to, gali biiti, kad tyrimui naudoty medziagy matrica buvo skirtinga.
Taciau pritaikius Westgard biologinés variacijos modelj, kuriame CV reikSmé nurodoma 6,15
proc., tiek pirmo, tiek antro lygio kontrolinés medziagos tenkina §j rezultata, tod¢l analizuotas
naujasis AST metodas su piridoksalio 5-‘fosfatu yra priimtinas. Literatiroje néra duomeny apie
AST su P5P metodo neglaudumo analize, todél néra galimybés palyginti miisy gauty rezultaty su
kity autoriy. Nors abu metodai - tiek be P5P, tiek su P5P - metodas AST matavimui atitinka
analitinius Kriterijus norint juos taikyti rutininéje praktikoje, vis délto su piridoksalio 5’-fosfatu
gaunami tikslesni rezultatai, nes pasiekiamas pilnas fermento aktyvumas. Tai turi reikSmingos
jtakos tiriant pacientus, kuriems yra vitamino Be deficitas, kada tiriant be piridoksalio 5’-fosfatu

gali biiti gaunami klaidingai mazi rezultatai, dél kuriy nebus imtasi gydymo priemoniy.

5.3 Feritinas

Feritinas — tai daugiafunkcinis baltymas, kuris atlieka svarby vaidmenj geleZies
saugojime ir metabolizme. MaZzas kiekis yra susijes su gelezies trikumu, o didele
koncentracija nustatoma esant hemosiderozei, hemochromatozei ir 1étiniams uzdegiminiams
sutrikimams. Be to, naujausi tyrimai parod¢, kad feritinas dalyvauja ne tik pernesant gelezi,
bet gali transportuoti ir kitas makro- bei mikromolekules. Feritinas gali biti naudojamas ir
kaip véziniy susirgimy ar daugelio neurologiniy ligy biomarkeris [38]. Jdiegti naujg feritino
matavimo metoda buvo nuspresta pakartotinai nustacius turbidimetrinio metodo neatitiktis
iSoringje kokybés vertinimo programoje. ISanalizavus iSorinio kokybés vertinimo rezultatus
bei zinant metody skirtumus, buvo apsispresta pereiti prie imunocheminio feritino nustatymo

metodo.
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Misy atlikty tyrimy rezultatai nesutapo su iSorinéje kokybés vertinimo programoje
gautais rezultatais. ISorinio kokybés vertinimo programoje, ypa¢ vézio zymeny, kur méginiy
kiekis (n=21) yra artimas misy tirty méginiy skaiciui (n=25), gauti rezultatai buvo didesni nei
misy tyrimo rezultatai, todé¢l turbidimetriniu metodu gauti rezultatai nepatekdavo j reikiamas
ribas. Pavyzdziui, iSorinés kokybés kontrolés vézio zymeny priskirtoji verté (angl. assigned
value) yra 65 ug/l, o tikslinés vertés ribos yra 65 pg/l £ 15 proc., tad gaunamas tikslinés
vertés intervalas yra 55 — 75 ug/l. Miisy matavimais gauty rezultaty vidurkis buvo 31 pg/l,
todél aiskiai matoma, kad jis nesutampa su iSorinés kokybés vertinimo programoje

nustatytomis vertémis, nes iSorinés kokybés vertinimo rezultaty vidurkis buvo 65,2 pg/l.

Atlikta Passing-Bablok regresine analize nustatyta, kad tarp lyginamy metody
egzistuoja proporcinis ir sisteminis skirtumai. Gauta atkirta A buvo lygi -15,843, o nuolydis B
buvo lygus 1,263. Literatiroje duomeny apie S$iy dviejy feritino matavimo metody

palyginimus néra.

Pagal gautg Bland-Atlman diagrama tarp turbidimetrinio ir CMIA feritino matavimo
metody nustatytas teigiamas poslinkis, kuris buvo 14,8 proc. (p<0,0001). Vizualiai i$
diagramos matoma, kad skirtumas tarp dviejy metody yra didZiausias esant feritino
koncentracijai maziau 100 pg/l. Suskirs€ius feritino rezultatus ] intervalus nustatyta, kad iki
100 pg/l intervale CMIA feritino rezultatai yra apytiksliai 25 proc. (p=0,097) maZzesni nei
senuoju turbidimetriniu metodu, o intervale nuo 100 pg/l ir daugiau naujojo CMIA feritino
matavimo metodo rezultatai apytiksliai 7 proc. (p=0,48) didesni nei turbidimetriniu metodu
gauti rezultatai. Literatliroje néra aprasomi Siy dviejy metody palyginimai, todél miisy tyrimo

rezultatai negali buti palyginti su kity autoriy gautais rezultatais.

Atlikus feritino matavimo chemiliuminescencinés mikrodaleliy imunoanalizés metodu

neglaudumo analizg, nustatyta, kad tiek pirmo, tiek antro lygio kontroliniy medZiagy matavimy

variacijos koeficientai tenkino gamintojo deklaruojamas CV vertes. Tai rodo gera metodo

glauduma, tod¢l naujasis mikrodaleliy chemiliuminescencinés imunoanalizés metodas yra

priimtinas. Apie CMIA metodo neglaudumo analizg literatiroje duomeny néra, todél gauti tyrimo

rezultatai negali buti palyginti su kity autoriy gautais duomenis. Be to, magistro baigiamojo

darbo rengimo metu nespéta sudalyvauti naujojo chemiliuminescencinés mikrodaleliy

imunoanalizés metodo iSorinés kokybés vertinimo programoje.
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5.4 Kreatininas

Glomeruly filtracijos greitis yra geriausias inksty funkcijos rodiklis. Yra keli pamatiniai
metodai nustatant GFR, tokie, kaip inulino klirensas ar radiologiniai metodai. Taciau jic néra
pritaikomi rutininéje praktikoje dél tam tikry jy savybiy, kurios kelia sunkumy praktiniam
naudojimui, tokiy, kaip aukstesné kaina ir radiacijos rizika, todél GFR nustatymui naudojamas
serumo kreatinino lygis [112]. Siais laikais dauguma klinikiniy laboratorijy pateikia eGFR
rezultatus, gautus laboratorijos informacinei sistemai jj automatiSkai apskaiciavus pagal serumo
kreatinino rezultatus [113]. Bitent dél Sios priezasties buvo pradétos taikyti tarptautinés
standartizacijos programos kreatinino metodams. Vadovaujantis IFCC rekomendacijomis, miisy
laboratorijoje buvo diegiamas naujas kreatinino tyrimo metodas — fermentinis metodas, kuris
pakeité modifikuotg Jaffe metodg, anks¢iau naudota serumo kreatinino tyrimui. Jaffe reakcija yra
dazniausiai naudojama klinikinése laboratorijose kaip kreatinino nustatymo metodas, taciau ja
veikia daugelis ne kreatinino chromogeny. D¢l pasaliniy chromogeny jtakos tyrimo rezultatams
Jaffe metodas kei¢iamas fermentiniu metodu, kuriam ne kreatinino chromogenai tokios jtakos
neturi. Vis délto ir fermentinis metodas turi trikumy — jj sunku pritaikyti prie ligonio lovos

atliekamiems tyrimams (POTC), be to, jis yra brangesnis uz modifikuota Jaffe metoda [93].

Atlikta Passing-Bablok regresine analize nustatyta, kad tarp metody egzistuoja
proporcinis bei sisteminis skirtumai. Gauta atkirta A buvo lygi -11,516, o nuolydis B buvo lygus
1,062. Hermida ir kity mokslininky [114] atliktame tyrime buvo gauta neigiama atkirta A bei
nuolydis B, kuris buvo didesnis uz 1. Remiantis $iy duomeny 95 proc. pasikliautiniu intervalu
buvo nustatyti proporcinis bei sisteminis skirtumai, kas sutampa su tyrimo metu gautais

duomenimis.

Pagal gautg Bland-Altman diagramg matoma, kad Jaffe metodu gauti rezultatai yra
didesni nei gauti fermentiniu metodu ir poslinkis tarp rezultaty yra 8,1 proc. (p<0,0001).
Vizualiai i§ diagramos matoma, kad skirtumas tarp dviejy metody yra didZiausias esant
kreatinino koncentracijai 50 — 100 umol/l intervale. Suskirs¢ius kreatinino rezultatus j intervalus
nustatyta, kad 48 — 115 pmol/l intervale fermentinio kreatinino metodo rezultatai yra apytiksliai 6
proc. mazesni nei senuoju Jaffe metodu, o 115 — 300 pmol/l intervale naujojo (fermentinio)
kreatinino matavimo metodo rezultatai apytiksliai 4 proc. mazesni nei Jaffe metodu gauti

rezultatai. Skirtumai yra statistiSkai reikSmingi, nes p reikSmés yra mazesnés nei 0,05 (p=
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<0,0001; p=0,001). Kiime ir kity mokslininky [93] atliktu kreatinino metody palyginimo tyrimu
gauti panaSis rezultatai — teigiamas poslinkis ir didziausi rezultaty skirtumai esant kreatinino
koncentracijai iki 100pumol/l. Hermida ir kity mokslininky [114] atliktame tyrime gauti panasiis

rezultatai, kurie sutampa su masy tyrimo duomenimis.

Didesnis Jaffe metodo poslinkis esant zemesnéms kreatinino koncentracijoms gali privesti
prie klaidingos GFR interpretacijos, ypa¢ vyresnio amziaus pacientams, todél buvo atlikta eGFR
poslinkio analizé, suskirs¢ius gautus rezultatus pagal létiniy inksty ligy (CKD) klasifikacijos
sistemg. Vertinant eGFR reikSmes intervale nuo 15 iki 30, fermentiniu kreatinino metodu
gaunamos apytiksliai 9 proc. didesnés vertés, 30-60 eGFR reikSmiy intervale gaunamos
apytiksliai 4 proc. didesnés vertés, o 60-90 eGFR reikSmiy intervale fermentiniu kreatinino
metodu gaunamos apytiksliai 3 proc. didesnés vertés. Skirtumai yra statistiskai reik§mingi, nes p
vertés yra mazesnés nei 0,05 (p=0,044; p=0,003, p=0,013). Literatiiroje néra duomeny apic eGFR
skirtumus, gautus Jaffe ir fermentiniu metodu, todél miisy rezultatai negali biiti palyginti su kity
autoriy gautais rezultatais. ISanalizavus eGFR rezultatus nustatyta, kad penkiy pacienty rezultaty
klinikiné reikSmé pasikei¢ia — 3 pacientams, kuriy kreatinino koncentracija iSmatuota Jaffe
metodu, gauti eGFR rezultatai buvo mazesni uz nustatyta pamatiniy biologiniy verc¢iy intervala, o
apskaiciavus eGFR pagal fermentiniu metodu gautg kreatinino koncentracijg gautas rezultatas
pateko j pamatiniy biologiniy verciy intervalg (atitinkamai 89,6 — 99; 85,7 — 99.5; 86 — 90,3);
2 pacientams, kuriy kreatinino koncentracija matuota Jaffe metodu, gauti eGFR rezultatai pateko
] pamatiniy biologiniy ver¢iy intervala, o apskai¢iavus eGFR pagal fermentiniu kreatinino
metodu gautg kreatinino koncentracijg gautas rezultatas buvo maZesnis nei pamatinis biologiniy

ver€iy intervalas (atitinkamai 98,6 — 88,1; 90,4 — 82.5).

Atlikus fermentinio kreatinino nustatymo metodo neglaudumo analize¢ gauti kontroliniy
medZiagy variacijos koeficienty rezultatai tenkino gamintojo deklaruojamas vertes. Klme ir kity
mokslininky [93] atliktame neglaudumo tyrime gauti rezultatai atitiko biologinés variacijos
modelio sitilomg neglaudumo verte, kuri yra 2,98 proc., o tai sutampa su milsy tyrimu gautais
rezultatais. Sie duomenys rodo gerg metodo glauduma, todél naujasis fermentinis kreatinino
matavimo metodas yra priimtinas. Nors abu metodai - tiek Jaffe, tiek fermentinis metodas
kreatinino matavimui - atitinka analitinius kriterijus, norint juos taikyti rutininéje praktikoje, vis
délto fermentiniu metodu gaunami patikimesni rezultatai tiriant mazas serumo kreatinino

koncentracijas.
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6. ISVADOS

. Naujai diegiamas alaninaminotransferazés nustatymo metodas su piridoksalio 5°-fosfatu,
nors ir nepasiekia gamintojo deklaruojamy funkcionalumo charakteristiky, atitinka
zinomas biologinés variacijos modelio charakteristikas pagal Westgard, todél yra
tinkamas taikyti rutininéje laboratorijos praktikoje.

. Naujai diegiamas aspartataminotransferazés nustatymo metodas su piridoksalio 5°-fosfatu,
nors ir nepasiekia gamintojo deklaruojamy funkcionalumo charakteristiky, atitinka
zinomas biologinés variacijos modelio charakteristikas pagal Westgard duomeny baze,
todel yra tinkamas taikyti rutininéje laboratorijos praktikoje.

Naujai diegiamas chemiliuminescencinés mikrodaleliy imunoanalizés metodas feritino
nustatymui atitinka gamintojo deklaruojamus kokybés tikslus, taigi metoda galima taikyti
rutiningje laboratorijos praktikoje.

Naujai diegiamas fermentinis Kkreatinino nustatymo metodas atitinka gamintojo
deklaruojamus kokybés tikslus, todél metoda galima taikyti rutiningje laboratorijos

praktikoje.
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7. REKOMENDACIJOS

Iverting fermentinio kreatinino matavimo rezultaty poslinkj, sitilome informuoti
Klinicistus apie tai, kad skirtinguose kreatinino reikSmiy intervaluose gauti rezultatai gali skirtis,
todél ty paciy pacienty skirtingais metodais gauti rezultatai turi biiti interpretuojami atsizvelgiant
] nustatytus metody skirtumus. Atitinkamai Siek tiek skiriasi apskai¢iuojamo glomeruly filtracijos

greicio [eGFR (CKD-EPI)] rezultatai, tod¢l biitina atsizvelgti ir j Siuos skirtumus.
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