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Odkrivajte svet laboratorijske medicine 
tudi na svojih elektronskih napravah.

Laboratorijska-medicina.si je spletna strokovna revija Slovenskega združenja 
za klinično kemijo in laboratorijsko medicino,  ki ponuja znanstvene in strokovne 
članke, vpogled v novosti, zanimivosti in poročila z različnih strokovnih področij 
laboratorijske medicine.
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Uvodnik

Spoštovane kolegice in kolegi, spoštovane bralke in bralci!

Šesta številka Laboratorijske medicine, podobno kot peta, v rubriki Laboratorijska 
medicina skozi oči poudarja pomen izobraževanja. Tokrat izobraževanja zdravnikov. 
Številni klinični laboratoriji po Sloveniji so bolj ali manj vpeti v izobraževanje 
zdravnikov, naj bo to študentov medicine ali specializantov. To je izjemno 
pomembno področje, ker postavlja temelje ne samo za poznavanje področja 
laboratorijske diagnostike med bodočimi nosilci zdravstvene dejavnosti, ampak 
tudi temelje za odnos, ki ga gradijo laboratorijski delavci z zdravniki. Še posebej 
zadnje se je izkazalo kot pomembna dodana vrednost pri ustrezni klinični 
obravnavi bolnikov. Rubrika Laboratorijska medicina skozi oči letos ločeno 
predstavlja pogled dekana in pogled študenta Medicinske fakultete v Ljubljani na 
področje izobraževanja študentov medicine s področja laboratorijske medicine. 
Kaže na to, da se študenti medicine sicer zavedajo pomena tega področja, ampak 
pogosto v napornem študiju ne najdejo časa, da bi se mu primerno posvetili. 
Jasno je tudi, da med učitelji in vodstvom Medicinske fakultete v Ljubljani obstaja 
želja po večjem poudarku tega področja tekom študija, kar se kaže tudi v uvedbi 
novega predmeta pri prenovi študija medicine. Vendar se je treba zavedati, 

da so to samo osnove, s pomočjo katerih moramo laboratorijski delavci poskrbeti za nadaljnje širjenje znanja in 
utrditev zavedanja o pomenu tega področja med zdravniki. Kljub natrpanemu urniku se moramo posvetiti tudi 
študentom medicine. Omogočimo jim ne samo osnovno predpisano izobraževanje, ampak tudi možnost bolj 
podrobne seznanitve s področjem preko študentskega, projektnega in raziskovalnega dela. Študenti to izredno 
cenijo, za področje laboratorijske medicine pa je to naložba v prihodnost. Če bomo približali področje zdravnikom, 
bo tudi obravnava bolnikov kakovostnejša, kar je naš primarni namen. Dodatno bi to lahko pomembno vplivalo 
tudi na razvoj in raziskave na našem področju. Te namreč že dolgo niso osredotočene samo na ozko področje 
laboratorijske medicine, ampak so vse bolj multidisciplinarne.
V tej številki vam ponujamo tudi prispevke, ki nakazujejo pomen sodobnih genetskih tehnologij v rutinski diagnostiki. 
Genetska diagnostika je pomemben del laboratorijske medicine in osnova bolniku prilagojene medicine. V rutinskih 
kliničnih laboratorijih se nikakor ne smemo ograjevati od tega področja, ampak ga moramo sprejeti kot pod področje 
laboratorijske medicine, ki veliko obeta. Številni laboratoriji že intenzivno povezujejo diagnostiko na biokemičnem 
nivoju z diagnostiko na genetskem nivoju. Primer je najnovejša širitev presejalnega testiranja novorojenčkov, kjer je na 
primer pri presejanju za spinalno mišično atrofijo in težke prirojene okvare imunosti prav genetska analiza metoda 
prvega nivoja testiranja. Tako genetsko testiranje ni več namenjeno le posameznim bolnikom z redkimi boleznimi, 
ampak postaja vse bolj široko uporabno.
Pred kratkim je zaživel tudi portal https://www.laboratorijska-medicina.si/si, in sicer v slovenskem in angleškem jeziku. 
Ponuja aktualne in pretekle prispevke, objavljene v Laboratorijski medicini. Prijazno vabljeni, da ga obiščete! Prav 
tako, prosim, ne pozabite – vabilo k sodelovanju pri ustvarjanju revije še vedno velja. Želim vam prijetno branje 
šeste številke Laboratorijske medicine!

Katarina Trebušak Podkrajšek
Glavna in odgovorna urednica Laboratorijske medicine

Katarina Trebušak Podkrajšek 
Glavna in odgovorna urednica
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01 Laboratorijska 
medicina skozi 
oči ... 



Laboratorijska medicina skozi oči dekana 
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani
Prof. dr. Igor Švab, dr. med.
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

UVOD
Z razvojem medicinske stroke se povečuje število preiskav, 
potrebnih za strokovno odločitev. Pri teh odločitvah ima 
laboratorijska medicina vse pomembnejšo vlogo. V mo-
derni medicini si ne moremo več zamisliti diagnostičnega 
odločanja in spremljanja uspešnosti zdravljenja brez pod-
pore laboratorijske medicine.

S strani medicinske stroke gre pri laboratorijski medicini 
za specifična strokovna področja, na katerih delujejo spe-
cialisti različnih strok: patologije, mikrobiologije, sodne 
medicine, laboratorijske medicinske genetike, transfuzij-
ske medicine in medicinske biokemije, sodelujejo pa tudi 
druge stroke.

To področje se hitro razvija, tako kot se razvija medicin-
ska znanost, kjer smo priča izjemno hitremu razvoju, ki 
ga prinašajo moderna tehnologija in z njo povezana znan-
stvena spoznanja.

VLOGA MEDICINSKE 
FAKULTETE UNIVERZE V 
LJUBLJANI
S tega vidika je pomembno, da se laboratorijska medicina 
ustrezno umesti v akademsko okolje in najde mesto tudi na 
Medicinski fakulteti tako pri pouku kot pri raziskavah na 
tem področju. Vlogo Medicinske fakultete vidim predvsem 
v tem, da tem področju omogočimo nadaljnji strokovni 
razvoj in prenos znanja na generacije bodočih zdravnikov. 

Tradicija laboratorijske medicine je na naši fakulteti zelo 
dolga. Vloga mikrobiologije, patologije, sodne medicine, 
biokemije in laboratorijske medicinske genetike je že dolgo 
trdno zasidrana znotraj naše ustanove. Inštituti, na kate-
rih se ta stroka razvija, predstavljajo pomemben del naše 
fakultete, ne samo z znanstvenega in pedagoškega, ampak 
tudi s strokovnega vidika. Naša fakulteta ima namreč po-
membno vlogo pri zagotavljanju zdravstvenih storitev na 
tem področju, zato je vloga laboratorijske medicine pri nas 
še toliko bolj pomembna.

Morda v strokovni in laični javnosti obstaja premalo zave-
danja, da ob osnovnem poslanstvu poučevanja in razisko-
vanja obstaja še laboratorijski del, ki je zelo močno vezan 
na vsakodnevno delovanje zdravstvenega sistema in za or-
ganizacijske enote pomeni sedemdnevno prisotnost vse dni 
v letu. Ob tem fakulteta v sodelovanju s civilno zaščito za-
gotavlja celo 24-urno pripravljenost za ukrepanje ob mno-
žičnih nesrečah in ogrožanju z biološkimi agensi.

Ker smo se zavedali pomena teh strok za prihodnje gene-
racije zdravnikov, smo jih tudi ustrezno umestili v preno-
vljeni kurikulum. V njem smo uvedli nov predmet, ki smo 
ga poimenovali Klinična biokemija in laboratorijska dia-
gnostika. Ta je umeščen v tretji letnik študija in prinaša 3 
ECTS kredite. Predmet je obvezen, izvaja pa se pod vod-
stvom Inštituta za biokemijo in medicinsko genetiko. Prve 
izkušnje z novim predmetom so dobre.

POGLED V PRIHODNOST
Za vodstvo fakultete je pomembno, da še naprej zagotovi po-
goje za delovanje vseh inštitutov, ki se ukvarjajo z laboratorij-
sko medicino in da se jim omogoči razvoj na tem področju. angle-double-right
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To pomeni, da je temu področju treba zagotoviti ustrezno 
mesto v razvojnih načrtih fakultete. Sem sodi tudi vlagan-
je v prostorske kapacitete, ki smo jih zasnovali s projektom 
izgradnje na treh lokacijah. Ta projekt naj bi omogočil na-
daljnji razvoj in zagotovil, da oprema in prostor ne bosta 
omejitvena dejavnika. Ključno je, da zagotavljamo razvoj 
vseh treh stebrov vsakega strokovnega področja – peda-
goškega, raziskovalnega in strokovnega (diagnostičnega), 
saj se vsi trije med seboj dopolnjujejo. Le na ta način lah-
ko zagotovimo diagnostiko na najvišji ravni tudi na najza-
htevnejših področjih posamezne stroke ter poskrbimo za 
strokovno podkovan pedagoški kader za izvajanje pouka. 

Ob tem pa je pomembneje od zagotovitve finančnih in 
prostorskih pogojev to, da na tem področju sodelujejo 
ustrezno izobraženi in motivirani strokovnjaki, ki med se-
boj sodelujejo. Ker prihaja do nekaterih prekrivanj med 
različnimi vejami laboratorijske medicine, je tako sodelo-
vanje za kakovostno diagnostiko še toliko bolj pomembno. 
Samo v medpoklicnem sodelovanju in podpori na fakul-
teti vidim prihodnost na tem področju.

ZAHVALA
Pri oblikovanju tega besedila sta mi s pripombami poma-
gala prof. dr. Miroslav Petrovec in prof. dr. Jože Pižem, 
za kar se jima iskreno zahvaljujem.

Igor Švab
Igor Švab je redni profesor družinske medicine. Rojen je 
v Ljubljani, kjer je diplomiral na Medicinski fakulteti leta 
1981 in doktoriral leta 1991. Najprej je bil zaposlen v 
Zdravstvenem domu Ribnica, kasneje pa na sedanjem 
Nacionalnem inštitutu za javno zdravje in na Medicinski 
fakulteti Univerze v Ljubljani. Bil je prvi predstojnik Kate-
dre za družinsko medicino na tej fakulteti.
Je vodja znanstvenih domačih in mednarodnih projektov 
s področja družinske medicine, zlasti na področju pou-
čevanja te stroke. Bil je mentor 19 uspešnim doktorskim 
študentom. V Medline-u je objavil več kot 120 znanstve-
nih in strokovnih prispevkov. 
Je glavni in odgovorni urednik revije Zdravstveno varstvo, 
urednik European Journal of General Practice in ure-
dnik mednarodno uveljavljenega učbenika družinske 
medicine. 
V obdobju 2004−2010 je bil predsednik Evropskega 
združenja zdravnikov družinske medicine Wonca Euro-
pe. Je član evropske akademije znanosti in umetnosti 
EASA, ustanovni član slovenske medicinske akademi-
je in izredni član hrvaške medicinske akademije. Je ča-
stni član Royal College of general practitioners iz Veli-
ke Britanije in več drugih združenj družinske medicine. 
Je dobitnik priznanja Wonca fellow za prispevek razvo-
ju družinske medicine v svetu, dobitnik Lavričevega pri-
znanja, Hipokratovega priznanja ter dobitnik univerzi-
tetnega priznanja Pro universitate Labacensi. 
Od leta 2017 je dekan Medicinske fakultete Univerze 
v Ljubljani.
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Laboratorijska medicina skozi oči 
študenta Medicinske fakultete
Erazem Bahčič
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta

»Zakaj nam je pa tega treba« je stavek, ki ga med dolgim, 
6-letnim študijem medicine zagotovo izreče vsak študent 
medicine, tudi na Medicinski fakulteti v Ljubljani (MF UL). 

Pogosto se je to zgodilo, ko smo se učili izpitne vsebine 
manjših predmetov, ki vsaj na videz niso bile neposredno 
povezane s klinično medicino ali delom z bolniki. Spo-
minjam se, da je do podobnih komentarjev prišlo tudi v 
drugem semestru 3. letnika, ko smo se prvič srečali z labo-
ratorijsko medicino. Do takrat smo namreč poznali le ne-
kaj osnov laboratorijskega dela, ki smo jih osvojili v sklo-
pu predmetov Temelji biokemije in Medicinska biokemija 
in molekularna genetika.

Naj poudarim, da so bile to zelo kakovostne osnove, za kar 
gre zahvala predvsem predanim asistentom na Inštitutu 
za biokemijo in medicinsko genetiko.

Naša generacija je bila del starega programa študija medi-
cine, kjer so bile vsebine laboratorijske medicine vključene 
v predmet Preiskovalne metode s tremi moduli; modul Sli-
kovna diagnostika je izvajala Katedra za radiologijo, mo-
dula Klinična biokemija ter Molekularno-genetska diag-
nostika pa Inštitut za biokemijo in medicinsko genetiko. 
Osebno mi je bila biokemija vedno pri srcu in posledič-
no tudi velik del laboratorijske medicine. Vsekakor pa ra-
zumem pomisleke svojih kolegov, ki so se ob vseh ostalih 
študijskih obveznostih s težavo lotili učenja tega predmeta 
in vseskozi poudarjali, da ob učenju patologije in patofizi-
ologije, ki sta objektivno najobsežnejša in najzahtevnejša 
predmeta 3. letnika, zares nimajo časa še za to. Prav sled-
nje mi je takrat dalo misliti, da težava ne tiči toliko v ne-
zanimanju študentov za laboratorijsko medicino ali v ne-
ustreznosti vsebin, temveč predvsem v neposrečeni in slabi 
umeščenosti laboratorijske medicine v predmetnik 3. letni-
ka študija medicine. Predvsem poletni semester 3. letnika 
je za študente medicine izredno naporen, saj se letnik po-
leg številnih manjših izpitov zaključi z izpitoma dveh ce-

loletnih predmetov, patologije in patofiziologije, ki zahte-
vata ogromno vloženega časa in truda. 

V zadnjem času poteka na MF UL obsežna prenova štu-
dijskega programa, ki je osvežila tudi predmetnik 3. letni-
ka. Mlajši kolegi tako obiskujejo nov samostojen predmet 
Klinična biokemija in laboratorijska diagnostika, ki posku-
ša študentom medicine približati laboratorijsko medicino. 
Poteka v zimskem semestru, kar vsaj deloma razbremeni 
študijsko »norijo« v poletnem semestru. Sam tega pred-
meta ne poznam podrobno, saj ga nisem obiskoval. Kot 
študent starega programa bi si želel, da bi se nosilci pred-
meta potrudili izpostaviti tiste najpomembnejše dele omen-
jenega področja, s poudarkom na uporabnosti za študenta 
medicine, ki se že v sklopu pripravništva prvič sooči s sa-
mostojnim kliničnim delom. Čeprav je razumevanje me-
hanizmov in postopkov določenih laboratorijskih preiskav 
pogosto koristno, lahko to pomeni nepotreben balast in ob-
remenitev za študenta ter hkrati zasenči pomembne dele 
snovi, ki so klinično bolj aplikativni. Na primer, dobro je, 
da študenti razumejo osnovni metodološki princip plinske 
analize arterijske krvi. Enako ali še pomembnejše pa se mi 
zdi, da poznajo postopek pravilnega odvzema vzorca ar-
terijske krvi, kako se meritev na analizatorju izvede in da 
razumejo pomen rezultatov v kontekstu kliničnega stanja 
specifičnega bolnika. V praksi je klinično delo na številnih 
klinikah povezano s tesnim sodelovanjem med zdravnikom 
in ostalimi strokovnjaki v timu, tudi laboratorijskimi de-
lavci. Mislim, da bi večina študentov medicine pozdravila 
več praktičnega pristopa in stika z delavci iz laboratorijev, 
bodisi med vajami bodisi v sklopu obvezne klinične prak-
se. Takšne izkušnje se mladim študentom medicine običaj-
no bolj vtisnejo v spomin kot poslušanje seminarjev ali pre-
davanj z obilo teoretičnih osnov. Predvsem pa so tovrstne 
izkušnje izrednega pomena za mlade zdravnike, od kate-
rih se v času pripravništva pričakujeta že velika mera sa-
mostojnosti in obvladanje veščin, ki tekom študija včasih 
niso primerno usvojene. angle-double-right

13

LABORATORIJSKA MEDICINA 2024, št.6: strani od 13 do 14 



Zakaj nam je torej tega treba? Zakaj je smiselno, da ima 
študent medicine nekaj znanja tudi o laboratorijski me-
dicini? Svojim kolegom bi odgovoril, da zato, da se bodo 
lažje znašli v kliničnem okolju. Zato, ker bo marsikateri 
predklinični ali klinični predmet bolj razumljiv in jasen 
ob poznavanju temeljnih načel laboratorijske medicine. 
Zato, ker bodo laboratorijski delavci pomembni sodelav-
ci pri kliničnem delu, na katere se bomo lahko obrnili v 
primeru težav. Prav tako se veliko študentov med študi-
jem vključi v raziskovalno delo in napiše raziskovalno na-
logo, ki lahko vključuje manj ali več laboratorijskega dela. 
Predhodne izkušnje s tega področja, pravila laboratorij-
skega dela ter teoretične in praktične osnove, pridobljene 
v sklopu obveznega predmeta, so lahko v veliko pomoč 
pri uspešni izdelavi raziskovalne naloge. Veliko je torej 
razlogov, zakaj študentu medicine koristi znanje labora-
torijske medicine. Velik izziv za profesorje in strokovnja-
ke s tega področja pa je, kako te teme približati študentu 
medicine, ki jih morda dojema kot manj pomemben del 
študijskih obveznosti. Vsi poznamo občutek, ko je treba 
naštudirati »eno tono« snovi in se obveznosti le nalagajo 
ena na drugo. Ravno zato apeliram na mlajše kolege, da 
profesorjem in nosilcem predmeta redno podajajo povrat-
ne informacije in možnosti za izboljšavo, predlagajo vse-
bine, o katerih želijo slišati več, in opozorijo, če se jim zdi 
katera od tem preveč obširno zastavljena.

Morda se ravno v bolj praktično začrtanem pouku skri-
va eden izmed ključev do uspeha. Obisk in predstavitev 
določenih laboratorijev, ki delujejo v sklopu inštitutov 
na Medicinski fakulteti ali na Univerzitetnem kliničnem 

centru, je le ena izmed možnosti, za katero sem prepri-
čan, da bi naletela na pozitiven odziv študentov. Labora-
torijska medicina študente medicine in kasneje zdravnike 
spremlja na skoraj vsakem koraku, naj bo to ob obravna-
vi akutnega miokardnega infarkta ali pa določanju bio-
loških označevalcev neke redkejše bolezni. Zato bi jo bilo 
napačno dojemati kot črno skrinjico, v katero vstavimo 
vzorec in dobimo ven rezultat. Pouk laboratorijske medi-
cine na UL MF se zagotovo razvija v pravo smer, za do-
končni uspeh pa bosta potrebna vzajemno sodelovanje in 
trud tako s strani študentov kot tudi profesorjev in asis-
tentov, ki pouk organizirajo. 

Erazem Bahčič 
je študent 6. letnika medicine na Medicinski fakulteti 
Univerze v Ljubljani. Je aktiven član Društva študentov 
medicine Slovenije (DŠMS), v študijskem letu 2020/21 
je deloval kot vodja projekta Misli na srce, med 2020 
in 2023 pa je opravljal delo lokalnega koordinatorja  
(LEO-in) International Federation of Medical Students 
Associations (IFMSA) mednarodnih izmenjav v Ljublja-
ni. Svoje znanje je izpopolnjeval na večih izmenjavah; v 
Libanonu, Bolgariji in na Poljskem. Piše Prešernovo razi-
skovalno nalogo na temo biokemičnih označevalcev pri 
Fabryjevi nefropatiji in se vključuje  v raziskovalno dejav-
nost na UKCL. Je prejemnik priznanja Dušana Stucina 
za najboljši študijski uspeh pri predmetih s področja bi-
okemije na UL MF in Diplome prof. Janeza Plečnika ter 
je v študijskem letu 2023/2024 štipendist Univerzitetne 
ustanove ing. Milana Lenarčiča.
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Histološka analiza obproteznega tkiva 
pri okužbi ortopedskega vsadka
Histological analysis of periprosthetic tissue in 
prosthetic joint infection
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Ortopedska bolnišnica Valdoltra
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POVZETEK 
Pri diagnostiki okužb sklepnih protez (OSP) ima histolo-
ška analiza pomembno vlogo. Prisotnost nevtrofilnih gra-
nulocitov v obproteznem tkivu je povezna z diagnozo OSP. 
Histološki kriterij, ki se uporablja v številnih centrih, je 
ugotavljanje več kot pet nevtrofilnih granulocitov v petih 
mikroskopskih vidnih poljih 400-kratne povečave. Upo-
rabnost histološke diagnostike okužb sklepnih protez je z 
vidika specifičnosti, senzitivnosti ter pozitivne in negativ-
ne napovedne vrednosti odvisna od histološke tehnike in 
analiziranega vzorca, od pražnih vrednosti, ki si jih pos-
tavimo, in seveda od pacienta. Zavedati se moramo tudi 
pomanjkljivosti histološke analize; zlasti okužbe z nizko 
virulentnimi bakterijami lahko dajejo lažno negativen re-
zultat, medtem ko je rezultat pri pacientih s periprotetič-
nim zlomom ali revmatoidnim artritisom lahko lažno po-
zitiven. Ključna je dobra komunikacija med patologom in 
ortopedom, ki bistveno zmanjša pomanjkljivosti histolo-
ške diagnostike OSP.

Ključne besede: okužba sklepnih protez, histologija, nev-
trofilni granulocit

ABSTRACT
Histological analysis plays an important role in the diag-
nosis of prosthetic joint infections (PJI). The presence of 
neutrophilic granulocytes in the periprosthetic tissue is 
highly correlated with the diagnosis of PJI. The histolog-
ical criteria used in many centres is the detection of more 
than 5 neutrophil granulocytes in five microscopic fields 
of 400x magnification. The usefulness of the histological 
diagnosis of PJI, in terms of specificity, sensitivity and pos-
itive and negative predictive value, depends on the histo-
logical technique, type of sample, on the threshold val-
ues and, on the patient himself. However, we must also 
be aware of the shortcomings of histological analysis, es-
pecially infections with low-virulence bacteria, in which 
the result can be false negative, and, on the other hand, 
periprosthetic fracture or rheumatoid arthritis, in which 
the result of histological analysis can be false positive. The 
key is good communication between the pathologist and 
the orthopaedic surgeon, which significantly reduces the 
shortcomings of the histological diagnosis of PJI.

Key words: prosthetic joint infection, histology, neutro-
phil granulocyte angle-double-right
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UVOD
Okužba sklepnih protez (OSP) je sicer redek, a zelo resen za-
plet in velik problem moderne artroplastike. OSP predsta-
vlja veliko zdravstveno tveganje za pacienta, obenem pa ve-
liko obremenitev za zdravstveno blagajno. Incidenca okužb 
kolenskih protez je med 0,8 % in 1,9 %, pri kolčnih prote-
zah pa med 0,3 % in 1,7 % (1)but diagnosis in these patients 
can be challenging because active inflammatory arthritis 
produces elevated inflammatory markers that may mimic 
those seen in PJI. Purpose: In this pilot study, we sought to 
identify the clinical, microbiologic, and histopathologic fe-
atures of culture-positive and culture-negative PJI in pati-
ents with inflammatory arthritis who underwent total hip 
arthroplasty (THA, vendar so razlike med centri velike. 
Mnogi menijo, da je ta incidenca podcenjena in da je OSP-
-jev bistveno več (2). Kljub številnim ukrepom, da bi zmanj-
šali pojavnost OSP-jev, kot so izboljšana kirurška tehnika in 
izboljšave sklepnih protez, mednarodni registri ne poroča-
jo o bistveno zmanjšani pojavnosti OSP-jev. Še več, zaradi 
povečanega števila vstavljenih sklepnih protez se bo v pri-
hodnjih letih močno povečalo tudi število OSP-jev. 

Diagnostika okužb sklepnih protez je še vedno izziv, saj ni-
mamo univerzalnih enotnih kriterijev za postavitev diagno-
ze, zanesljiva diagnoza pa je ključna za ustrezno zdravljenje. 
Za postavitev diagnoze OSP-jev je potrebno upoštevati raz-
lične diagnostične metode, in sicer od kliničnih, mikrobio-

loških in radioloških do histoloških (3). Različna akademska 
združenja so predlagala kriterije za definicijo OSP-jev. Pri 
vseh teh kriterijih igra histološka diagnostika pomembno vlo-
go. Če je bila histološka diagnostika v kriterijih MSIS-a (Mu-
scolosceletal Infection Society) uvrščena med pomožne krite-
rije (4), igra po kriterijih EBJIS-a (European Bone and Joint 
Infection Society) pomembnejšo vlogo pri diagnostiki OSP-
-jev (5). Kljub temu se histološka analiza obproteznih tkiv ne 
izvaja sistematično v vseh bolnišnicah, kjer se vršijo revizij-
ske operacije sklepnih protez.

Ključna v histološki diagnostiki OSP-jev je prisotnost akut-
nega vnetnoceličnega infiltrata z nevtrofilnimi granulociti 
v obproteznem tkivu, zato osnovo histološke analize pred-
stavlja štetje nevtrofilnih granulocitov. Število nevtrofilnih 
granulocitov v vidnem polju 400-kratne povečave (HPF) 
korelira z okužbo, vendar je veliko nasprotujočih si mnenj, 
kako obsežen mora biti infiltrat z nevtrofilnimi granulociti, 
da lahko postavimo diagnozo OSP-jev (6). Histološki krite-
rij, ki je diagnostičen in ga upoštevajo tako kriteriji MSIS-a 
kot tudi EBJIS-a, je več kot pet nevtrofilnih granulocitov na 
vidno polje v petih mikroskopskih vidnih poljih 400-kratne 
povečave (7) (Slika 1). Za mnoge je ta definicija preenostav-
na (8), za druge je ta kriterij preohlapen (9). Uporabnost his-
tološke diagnostike OSP-jev je z vidika specifičnosti, sen-
zitivnosti ter pozitivne in negativne napovedne vrednosti 
odvisna od histološke tehnike in analiziranega vzorca, od 
pražnih vrednosti, ki si jih postavimo, ter od pacienta (10).

Slika 1: Obsežen vnetnocelični infiltrat v obproteznem tkivu s številnimi nevtrofilnimi granulociti (> 5/vidno polje)  
(hematoksilin in eozin; 400-kratna povečava).
Figure 1: Heavily inflammatory cell infiltration of periprosthetic tissue in which there are numerous neutrophil granulocytes  
(> 5/high power field) (haematoxylin and eosin; 400x magnification).
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VRSTA HISTOLOŠKE TEHNIKE
Na voljo sta dve histološki tehniki: zaledenele rezine in pa-
rafinske rezine. Obe tehniki uporabljata klasično barva-
nje s hematoksilinom in eozinom, vendar je bistvena razli-
ka v tem, da je prva intraoperativna tehnika, ki operaterja 
med operacijo informira o tem, ali je proteza okužena ali 
ne, s tem pa daje operaterju usmeritev za enostopenjsko 
ali dvostopenjsko menjavo sklepne proteze (11). Na drugi 
strani pa definitivna histološka tehnika s parafinskimi re-
zinami daje informacijo o tem, ali je bila proteza okužena, 
in je tako potrditveni test po tem, ko je že vstavljena nova 
proteza oz. vstavljen distančnik (5). 

Čeprav obe tehniki temeljita na ugotavljanju gostote nev-
trofilnih granulocitov v preparatu periprotetičnega tki-
va, je pomembna razlika v kakovosti samega preparata 
in s tem v uspešnosti razlikovanja nevtrofilnih granulo-
citov od ostalih vnetnih celic v obproteznem tkivu. Teža-
va s kakovostjo preparata je še zlasti pomembna zato, ker 
so v obproteznem tkivu lahko tudi različno veliki obrabni 
delci (kovinski, keramični, polietilenski), ki močno poško-
dujejo histološki preparat. Stroh in sodelavci so ugotovili 
ujemanje med obema tehnikama v kar 97,7 % (analizirali 
so 304 primere) (12), medtem ko so drugi avtorji poročali 
o bistvenih razlikah med obema tehnikama. Tohtz in so-
delavci so poročali o ujemanju le v 78,2 % pri analiziranih 
64 primerih (13). Pri 12 primerih je bila zaledenela rezina 
dvoumna ali ne dovolj kakovostna in je šele parafinska re-
zina dala točno diagnozo. 

VRSTA TKIVNEGA VZORCA 
ZA HISTOLOŠKO ANALIZO
Med revizijsko operacijo lahko kirurg odvzame različne 
vzorce obproteznega tkiva za histološko analizo. Tako je 
lahko tkivo iz pseudokapsule, periprotetične membrane ali 
iz drugih obproteznih tkiv. Mesto, kjer so bili vzorci odvze-
ti, je lahko različno, kar lahko vpliva na rezultate histolo-
ške analize. Bori in sod. so objavili študijo, kjer so ugotovi-
li, da imajo vzorci iz interface membrane (membrane med 
protezo in kostjo) značilno boljšo specifičnost in napovedno 
vrednost pri analizi gostote nevtrofilnih granulocitov od 
vzorcev iz pseudokapsule (14). Specifičnost vzorcev iz in-

terface membrane je bila 84 % v primerjavi s specifičnostjo 
vzorcev iz pseudokapsule, ki je bila 42 %. Možen vzrok za 
razlike bi bil, da je v pseudokapsuli veliko vezivnega tkiva, 
ki zamaskira nevtrofilne granulocite; ali pa, da je bakterij-
ski biofilm tik ob protezi, torej ob interface membrani (12). 

PRAŽNE (CUT-OFF) 
VREDNOSTI ZA DIAGNOZO 
OKUŽB SKLEPNIH PROTEZ 
Ključna pri histološki diagnostiki sklepnih protez je priso-
tnost oz. odsotnost nevtrofilnih granulocitov v preparatih 
obproteznega tkiva (10). Nekateri avtorji pri tem ugotavlja-
jo tudi prisotnost drugih celic, kot so plazmatke in limfociti. 
Teoretično prisotnost nevtrofilnih granulocitov v tkivu po-
meni okužbo, njihova odsotnost pa aseptično omajanje. V 
večini raziskav je postavljena pražna vrednost več kot pet 
nevtrofilnih granulocitov na mikroskopsko vidno polje v 
petih vidnih poljih 400-kratne povečave (7). Če bi pražne 
vrednosti dvignili na deset nevtrofilnih granulocitov/HPF, 
bi se povečala specifičnost, vendar zmanjšala senzitivnost; 
če bi nasprotno pražno vrednost zmanjšali na 1 nevtrofilni 
granulocit/HPF, kar priporočajo nekateri, bi bilo obratno. 
Poleg tega se je treba zavedati, da nekateri mikroorganiz-
mi, zlasti koagulaza negativni Stafilokoki in Cutibacterium 
acnae, povzročajo okužbe, kjer je gostota nevtrofilnih gra-
nulocitov v periprotetičnem tkivu pod 5/HPF (15).

SKUPINE BOLNIKOV
Včasih je diagnoza odvisna tudi od vrste pacientov. Veči-
na raziskav je narejenih na histoloških vzorcih pri revizi-
jah kolčnih in kolenskih protez. Grosso in sodelavci, ki so 
analizirali periprotetično tkivo ramenskih protez (16) in 
Ahmadi in sodelavci (17), ki so analizirali obprotezno tki-
vo komolčnih protez, so ugotovili, da je senzitivnost histo-
loške analize v teh primerih zelo nizka. To verjetno ni od-
visno od vrste proteze, temveč od tega, da večino okužb 
ramenskih protez povzročajo Cutibacterium acnae in da 
večino okužb komolčnih protez povzročajo koagulaza ne-
gativni stafilokoki (15). angle-double-right
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Poleg tega obstajata dve skupini bolnikov, kjer je pri histo-
loški analizi rezultat pogosto lažno pozitiven. Prva so bol-
niki, pri katerih je bil razlog za primarno vstavitev sklepne 
proteze ravmatoidni artritis. Ti imajo vztrajajočo infiltra-
cijo z nevtrofilnimi granulociti v obproteznem tkivu za-
radi aktivne primarne bolezni in ne zaradi okužbe (18). 
Druga skupina so bolniki s periprotetičnim zlomom. Mu-
noz-Mahamud in sodelavci so ugotovili lažno pozitivnih 
kar 66 % histoloških analiz, kjer je bil periprotetični zlom 
(19). Vzrok je vnetni odgovor na zlom in na poškodbo krv-
nih žil ob zlomu. Da bi se izognili tovrstnim lažno pozitiv-
nim rezultatom, je potrebna predvsem dobra komunikaci-
ja med ortopedom in patologom.

TEHNIKA ŠTETJA 
NEVTROFILNIH 
GRANULOCITOV
V večini primerov je določanje števila nevtrofilnih granulo-
citov v obproteznem tkivu za izkušenega patologa enostav-
no, vendar je v nekaterih primerih lahko identifikacija zelo 
zahtevna. Obstaja nekaj pravil, ki se jih moramo držati (20)
the International Consensus Meeting (ICM. Upoštevajo se 
samo nevtrofilni granulociti, ki se nahajajo v tkivu, in ne 
tisti v lumnih krvnih žil. Včasih so vidni številni nevtrofil-
ni granulociti v lumnih krvnih žil, v tkivu pa infiltracije ni. 
Možna razlaga bi bila, da je vnetno žarišče nekje drugje 
ali da je odvzet vzorec nereprezentativen. Nekateri avtor-
ji zato priporočajo odvzem večjega števila vzorcev za his-
tološko analizo, in sicer iz različnih mest okoli proteze (8, 
21). Tako Feldman in sodelavci priporočajo vsaj dva vzor-
ca (21), Fourchade in sodelavci pa vsaj štiri (3). Pri anali-
zi štejemo nevtrofilne granulocite v vidnih poljih z največ 
celicami. Nevtrofilni granulociti morajo imeti tudi jasno 
citoplazmo, saj nas včasih celični in jedrni drobir zaradi 
jedrne fragmentacije lahko zavedeta. Prepoznavanje nev-
trofilnih granulocitov znatno olajšajo različna dodatna 
barvanja, npr. imunohistokemično barvanje na CD15 na 
membrani nevtrofilnih granulocitov ali pa histokemično 
označevanje kloroacetatne esteraze v citoplazmi nevtrofil-
nih granulocitov (22, 23). Obe metodi olajšata prepozna-
vanje nevtrofilnih granulocitov, vendar podaljšata čas, ki 
je potreben za diagnozo, in bistveno povečata ceno izdela-
ve preparatov. Imunohistokemično označevanje nevtrofil-
nih granulocitov s CD15 omogoča tudi objektivno analizo 

preparatov s pomočjo avtomatskega sistema za analizo sli-
ke, ki pa zahteva sofisticirano in drago opremo.

S pomočjo imunohistokemičnega barvanja CD15 in avto-
matske analize slike so Morawietz in sodelavci leta 2015 
predlagali nov, objektivnejši kriterij, ki se vse bolj uvelja-
vlja (23). Menili so namreč, da je kriterij več kot 5 na HPF 
previsok. Ugotovili so, da je 23 nevtrofilnih granulocitov 
v 10 vidnih poljih 400-kratne povečave tista pražna vred-
nost, ki najučinkoviteje razlikuje OSP-je od aseptičnega 
omajanja. Več kot 23/10 HPF pomeni okužbo, upoštevati 
pa je treba, da v vsakem vidnem polju štejemo največ 10 
nevtrofilnih granulocitov; tako je najvišje možno število 
100 nevtrofilnih granulocitov v 10 vidnih poljih. 

Danes obstaja cela vrsta poskusov, da bi odkrili biomar-
kerje v sklepni tekočini, kot so humani alfa defenzin 1-3, 
nevtrofilna elastaza 2, lactoferin in nekateri drugi, vendar 
se nobeden od teh ni izkazal z dovolj veliko zanesljivostjo, 
da bi nadomestil histološko analizo obproteznega tkiva. 

ZAKLJUČKI
1.	 Kljub številnim študijam o kriterijih za histološko 

diagnozo OSP-jev v zadnjih letih še vedno ostaja v 
veljavi kriterij več kot pet nevtrofilnih granulocitov 
na mikroskopsko vidno polje v petih vidnih poljih 
400-kratne povečave.

2.	 Histološka analiza je pomembna v diagnostiki 
OSP-jev, vendar se moramo zavedati njenih 
pomanjkljivosti, kot so primeri okužb z nizko 
virulentnimi bakterijami ali pri pacientih s 
periprotetičnm zlomom ali revmatoidnim 
artritisom.

3.	 Histološka analiza OSP-jev je hitra in poceni 
metoda, zato bi bilo treba tkivne vzorce 
obproteznega tkiva analizirati pri vseh revizijskih 
operacijah sklepnih protez. 

4.	 Histokemična (CAE) in imunohistokemična 
barvana (CD15) omogočajo lažje prepoznavanje 
nevtrofilnih granulocitov, vendar se pri tem 
podaljša čas in poveča cena.

5.	 Ključna je dobra komunikacija med patologom in 
ortopedom, ki bistveno zmanjša pomanjkljivosti 
histološke diagnostike OSP-jev. angle-double-right
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POVZETEK

Presaditev krvotvornih matičnih celic se uporablja pri 
zdravljenju hematoloških (malignih) boleznih z najbolj ne-
ugodno prognozo, pri čemer glavni razlog umrljivosti bol-
nikov po presaditvi predstavlja bolezen presadka proti gos-
titelju (GVHD), še posebej na zdravljenje neodzivna oblika 
bolezni. Ker trenutno postavitev diagnoze temelji predv-
sem na kliničnih znakih bolezni in histološki analizi priza-
detega tkiva, je veliko študij usmerjenih v iskanje bioloških 
označevalcev, ki bi jih lahko določali na neinvaziven na-
čin in bi omogočali čim bolj zgodnjo postavitev diagnoze 
in prognoze ter spremljanje zdravljenja. Najbolj prouče-
vani so zaenkrat topni serumski in plazemski označevalci. 
Ker pa v zadnjem času vedno več dokazov kaže na pove-
zanost med GVHD in endotelijsko poškodbo, predstavlja-
jo obetaven označevalec tudi cirkulirajoče endotelijske ce-
lice ter zunajcelični vezikli in mikro RNA.

Ključne besede: bolezen presadka proti gostitelju, bio-
loški označevalci

ABSTRACT

Hematopoietic stem cell transplantation is a treatment mo-
dality for hematologic (malignant) diseases with the worst 
prognosis, in which graft versus host disease (GVHD), es-
pecially the steroid-resistant form of the disease, is the 
main cause of mortality. Currently, diagnosis is mainly 
based on the clinical presentation of the disease and his-
tologic findings. Therefore, many researchers are looking 
for non-invasive diagnostic, predictive, responsive or prog-
nostic biomarkers for this disease. The most commonly 
studied biomarkers are serum and plasma biomarkers. As 
many studies have shown a connection between GVHD 
and endothelial damage, circulating endothelial cells are 
a promising marker. In addition, extracellular vesicles and 
micro-RNA also have great potential.

Key words: graft versus host disease, biomarkers
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UVOD
Eden izmed možnih načinov zdravljenja hematoloških (ma-
lignih) bolezni je alogenska presaditev krvotvornih matičnih 
celic (aloPKMC), ki predstavlja možnost ozdravitve bolni-
kov z najbolj neugodno prognozo. Pri omenjenem načinu 
zdravljenja bolnika ogrožajo predvsem okužbe in bolezen 
presadka proti gostitelju (GVHD, angl. Graft versus Host 
Disease), ki predstavlja glavni razlog umrljivosti bolnikov 
po aloPKMC (1,2).

GVHD je sistemska bolezen. Do akutnega GVHD (aGVHD) 
praviloma pride v prvih 100 dneh po aloPKMC, pojavi se pri 
približno 40 % bolnikov s sorodnim darovalcem krvotvor-
nih matičnih celic (KMC) in pri 50–60 % bolnikov, ki so 
prejeli KMC nesorodnega darovalca (3). Kronična oblika 
GVHD (cGVHD) se praviloma pojavi več kot 100 dni po 
PKMC ter tudi pomembno vpliva na umrljivost in kako-
vost življenja bolnikov po presaditvi. Nastane zaradi tkivne 
poškodbe timusa, kar vodi v motnje v toleranci limfocitov 
B in T in pripelje v nastanek aloreaktivnih protiteles ter po-
sledično v nastanek kroničnega vnetja in tkivne fibroze (3).

Pri aGVHD v prvi stopnji pride do poškodbe gostiteljeve-
ga tkiva, ki jo povzročita kemoterapija in/ali obsevanje v 
sklopu kondicioniranja. To povzroči izpostavitev z nevar-
nostjo in z mikrobi povezanih molekulskih vzorcev (DAMP, 
angl. Danger-Associated Molecular Pattern in PAMP, angl. 
Pathogen-Associated Molecular Pattern), kar aktivira preje-
mnikove (in/ali darovalčeve) antigen predstavitvene celice 
(APC) in posledično pride do sproščanja vnetnih citokinov 
(npr. tumor nekrotizirajoči faktor alfa (TNF-α), interlev-
kin-6 (IL-6), IL-1). Poleg tega kondicioniranje in upora-
ba profilaktičnega antibiotičnega zdravljenja povzročita 
tudi izgubo raznovrstnosti črevesne mikrobiote. Bakterij-
ski produkti, ki prehajajo preko poškodovane črevesne slu-
znice, še dodatno spodbudijo aktivacijo APC. V drugi sto-
pnji APC darovalčevim limfocitom T predstavijo antigene 
prejemnika, kar povzroči aktivacijo in ekspanzijo celic T 
pomagalk in zaviralk. Le-ti nato potujejo v tarčne orga-
ne in v zadnji stopnji povzročijo poškodbo tkiva, pri čemer 
pride tudi do okrepljenega sproščanja različnih vnetnih in 
citotoksičnih dejavnikov, kar še okrepi imunski odziv pro-
ti prejemniku in vodi v apoptozo in nekrozo prejemniko-
vih celic ter tako poveča poškodbo tkiva (3).

Bolezen se lahko izrazi v različnih oblikah – od blage, ki ne 
potrebuje zdravljenja, do hude, ki ogroža življenje in se po-
javi v 10–15 %. Najpogosteje so prizadeti koža, jetra in pre-
bavila, poznamo pa tudi atipično obliko aGVHD, ki pri-
zadene žleze, kostni mozeg in centralni živčni sistem (1,4).  
Diagnostika aGVHD trenutno temelji predvsem na dokaj 
nespecifičnih kliničnih znakih bolezni in histološki analizi 
prizadetega tkiva, zato bi bili označevalci, ki bi jih lahko do-
ločali iz vzorcev, odvzetih na čim manj invaziven način, zelo 
dobrodošli. Njihova potencialna vloga pa ni vezana le na 
postavitev diagnoze, prognoze ali napoved poteka aGVHD, 
ampak tudi na spremljanje učinkovitosti zdravljenja tega za-
pleta (5). Hkrati pa njihovo odkrivanje pripomore tudi k ra-
zumevanju patofiziologije bolezni in iskanju novih tarč pri 
načrtovanju zdravljenja (3).

Preživetje bolnikov je sorazmerno klinični resnosti bo-
lezni, vendar šele takrat, ko so simptomi najbolj izraženi, 
česar pa ne moremo oceniti na začetku, ob pojavu prvih 
simptomov bolezni. Pri bolnikih, pri katerih pride do od-
pornosti na zdravljenje s steroidi (SR-GVHD, angl. Ste-
roid-Refractory GVHD), ki se uporabljajo kot prva linija 
zdravljenja, je smrtnost visoka (70–90 %). Ob poznavanju 
ustreznih označevalcev bi le-ti pomagali pri zgodnji izbiri 
ustreznega zdravljenja. Pretirano zdravljenje namreč lahko 
povzroči preveliko imunosupresijo, kar poveča verjetnost 
nastanka okužb, hkrati pa se zaradi zmanjšanja učinka 
presadka proti levkemiji (GVL, angl. Graft versus Leuke-
mia) poveča možnost ponovitve bolezni. Po drugi strani se 
pogosto izkaže, da je potrebno močnejše zdravljenje, šele 
ko prvo zdravljenje ni zadostno (6). Na steroide neodziv-
na je pogosto črevesna oblika GVHD (GI-GVHD). Ta se 
kaže z znaki, kot so bolečine v trebuhu, slabost, bruhanje 
in (krvava) driska. Taki simptomi se lahko pojavijo tudi 
pri drugih zapletih po aloPKMC, kot so okužbe gastroin-
testinalnega trakta, kolitis kot posledica zdravljenja ali s 
transplantacijo povezana trombotična mikroangiopatija 
(TA-TMA, angl. Transplantat-Associated Thrombotic Mi-
croangiopathy), za katero je prav tako značilno slabo preži-
vetje (7). TA-TMA označuje endotelijska disfunkcija in ak-
tivacija komplementa, kar vodi v nastanek mikrotrombov 
in posledično v trombocitopenijo, mikroangiopatično he-
molitično anemijo in prizadetosti različnih organov. Naj-
večkrat so prizadeta ledvica, gastrointestinalni trakt, cen-
tralni živčni sistem in pljuča, lahko pride tudi do odpovedi 
večorganskih sistemov (8). 
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Čeprav je aGVHD povezan z epitelijsko poškodbo, pa ved-
no več dokazov kaže na povezanost med SR-GVHD in po-
škodbo endotelija (9). K aktivaciji in poškodbi endotelija 
pri aloPKMC prispevajo različni dejavniki, kot so obseva-
nje in kemoterapija v sklopu kondicioniranja, različni vne-
tni dejavniki, ki se sproščajo iz tkiva ob njegovi poškod-
bi, endotoksini, ki prehajajo skozi poškodovano črevesno 
sluznico, in profilaktično imunosupresivno zdravljenje za 
preprečevanje aGVHD. Poškodbo endotelija povzročajo 
tudi aloreaktivni limfociti T, ki prepoznajo neujemajoče se 
humane levkocitne antigene (HLA) na površini endotelij-
skih celic. Prav podaljšana aktivacija in poškodba endote-
lija imata pomembno vlogo tudi pri pojavu nekaterih dru-
gih zapletov po PKMC, kot je npr. TA-TMA (10). Teorija, 
ki TA-TMA opisuje kot tristopenjski proces (angl. Three-
-Hit-Hypothesis), predpostavlja, da je v njen nastanek vple-
tena endotelijska aktivacija, ki povzroči izgubo zaščitnih 
mehanizmov endotelija, kar skupaj z dodatnimi dejavni-
ki, kot so npr. okužbe, aloreaktivni limfociti T in profi-
laktično zdravljenje, vodi v poškodbo endotelija, aktiva-

cijo komplementa, nastanek mikrotrombov in posledične 
tkivne ishemije. Hkrati so ugotovili, da je pomemben de-
javnik pri razvoju TA-TMA tudi genetska predispozicija 
za aktivacijo komplementa in endotelijsko poškodbo, kar 
v omenjeni teoriji predstavlja prvi zadetek (7,8).

V prispevku so predstavljeni biološki označevalci aGVHD 
s poudarkom na tistih, ki bi lahko služili pri zgodnji pre-
poznavi bolnikov s težko obliko aGVHD. To so namreč 
bolniki, pri katerih je potrebno čimprejšnje intenziviran-
je imunosupresije za preprečitev poslabšanja aGVHD in 
zmanjšanje verjetnosti za nastanek nekaterih drugih za-
pletov, kot je tudi TA-TMA. Glede na prekrivanje enti-
tet med (SR)-GVHD in TA-TMA smo v pregled vključi-
li označevalce, povezane z obema zapletoma. Povzetek 
glavnih skupin označevalcev in njihove vloge je prikazan 
tudi v Tabeli 1.

angle-double-right
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Tabela 1: Označevalci aGVHD: njihov pomen v razvoju in spremljanju bolezni ter način določanja. 
Table 1: Markers of aGVHD: their importance in the development and monitoring of the disease and the method of their determination.

OZNAČEVALEC
PATOLOŠKI 
PROCES 
SPROŠČANJA

POMEN 
OZNAČEVALCA POVEZAVA Z GVHD NAČIN 

DOLOČANJA VIR

Serumski / 
plazemski

REG3α

Poškodba 
črevesja
Poškodba tkiva/
endotelija

Diagnostični, 
napovedni, prog-
nostični

Koncentracija pri GI-
GVHD trikrat višja kot 
pri enteritisu
Koncentracija narašča 
z resnostjo GI-GVHD

ELISA (11–13)

sST2 Napovedni, prog-
nostični

Visoka koncentracija 
povezana s SR-GVHD
Visoka koncentracija 
pred PKMC poveza-
na z večjim tveganjem 
za TA-TMA

ELISA (16)

Algoritem 
MAGIC
(REG3α in 
sST2)

Napovedni, prog-
nostični

Napoveduje dol-
goročne izide zdravl-
jenja pred, ob ali po 
pojavu simptomov in 
začetku zdravljenja

/ (11,12,17)

Celični CEC Poškodba endo-
telija

Napovedni, diag-
nostični

Pomoč pri razlikovan-
ju od drugih zapletov, 
ki niso povezani s 
poškodbo endotelija

Pretočna cito-
metrija (26)

EV

Eritrocitni 
EV Celična komunik-

acija, poškodba 
tkiva, aktivacija 
celic

Diagnostični in 
napovedni

Največje povišanje 
ob hkratni prisotnosti 
mikroangiopatije Pretočna cito-

metrija

(34,38,39)

Endotelijski 
EV Diagnostični Kaže na poškodbo 

endotelija (36,37)

miRNA

miR-146a

Celična komunik-
acija, poškodba 
tkiva, aktivacija 
celic

Prognostični Obratno sorazmerna 
s težo aGVHD

RT-qPCR, NGS

(48)

miR-155 Prognostični Sorazmerna s težo 
aGVHD (47)

miR-181a
Prognostični, diag-
nostični, spreml-
janje zdravljenja

Sorazmerna s težo 
aGVHD
Znižanje kaže na 
odgovor na zdravl-
jenje

(49)

aGVHD – akutna oblika bolezni presadka proti gostitelju; CEC – cirkulirajoče endotelijske celice; ELISA – encimsko imunska 
metoda na trdi podlagi; EV – zunajcelični vezikli; GI-GVHD – črevesna oblika bolezni presadka proti gostitelju; MAGIC – angl. 
Mount Sinai Acute GVHD International Consortium; miRNA – mikro RNA; NGS – sekvenciranje naslednje generacije; REG3α 

– angl. regeneration islet-derived protein 3α; RT-qPCR – kvantativna verižna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno tran-
skripcijo; SR – GVHD-na steroide neodzivna oblika bolezni presadka proti gostitelju; ST2 – angl. suppressor of tumorigenicity 2

aGVHD – acute form of graft-versus-host disease; CEC – circulating endothelial cells; ELISA – enzyme-linked immunosor-
bent assay; EV – extracellular vesicles; GI – GVHD – intestinal form of graft-versus-host disease; MAGIC – Mount Sinai Acute 
GVHD International Consortium; miRNA – micro RNA; NGS – next-generation sequencing; REG3α – regeneration islet-deri-
ved protein 3α; RT-qPCR – quantitative polymerase chain reaction with reverse transcription; SR – GVHD – steroid-refractory 
form of graft-versus-host disease; ST2 – suppressor of tumorigenicity 2 angle-double-right
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SERUMSKI IN PLAZEMSKI 
OZNAČEVALCI
Nobeden izmed številnih v literaturi opisanih označeval-
cev ni popolnoma specifičen za aGVHD oziroma TA-T-
MA. Najbolj proučevani so topni serumski oziroma pla-
zemski označevalci, ki se sproščajo iz poškodovanega tkiva 
in (imunskih) celic, vključenih v patofiziologijo omenjenih 
stanj (3). Označevalce aGVHD lahko razdelimo na splo-
šne (npr. različni citokini in receptorji zanje) in organsko 
specifične (npr. hepatocitni rastni dejavnik za jetrno ob-
liko, elafin za kožno obliko). Označevalec, specifičen za 
GI-GVHD, ki je povezana z največjo smrtnostjo, je RE-
G3α (angl. regeneration islet-derived protein 3α), ki se v kri 
sprosti iz poškodovanih Panethovih celic, ki se nahajajo v 
črevesnih kriptah. REG3α je lektin, pomemben pri zašči-
ti črevesne sluznice, saj pokriva luminalno stran enteroci-
tov in tako predstavlja »pregrado« med enterociti in čre-
vesno mikrobioto. Količina REG3α v krvi je sorazmerna 
s količino poškodovanih Panethovih celic. Tako ta prei-
skava služi kot »tekočinska biopsija« tankega črevesa, ki 
lahko pokaže poškodbo črevesja še pred pojavom simpto-
mov GI-GVHD (7 dni po PKMC). Količina REG3α na-
rašča z resnostjo GI-GVHD, poleg tega je koncentracija 
tega proteina pri tistih, ki imajo GI-GVHD, trikrat višja 
kot pri bolnikih z enteritisom oz. pri tistih, ki GI-GVHD 
nimajo (11–13). Višje vrednosti REG3α tik pred aloPKMC 
in po začetku zdravljenja so bile dokazane pri bolnikih, ki 
niso odgovorili na zdravljenje z ruksolitinibom – zaviral-
cem Janus kinaze 2 ( JAK2), za katerega je bila dokazana 
učinkovitost pri zdravljenju SR-GVHD (14,15).

Iz poškodovanih celic prizadetega tkiva se sprošča tudi 
alarmin IL-33, kar v tarčnih celicah vodi do večjega pro-
izvajanja vnetnih dejavnikov. IL-33 se veže na membran-
sko vezani receptor ST2 (angl. suppressor of tumorigenicity 
2), katerega izražanje se poveča na aktiviranih limfocitih T. 
Topni ST2 (sST2) tudi veže IL-33 in s tem prepreči njego-
vo vnetno delovanje (11). Ob aGVHD se izločanje sST2 iz 
poškodovanih (predvsem endotelijskih) celic poveča. Pre-
poznan je bil tudi kot plazemski označevalec, ki kaže na 
SR-GVHD. Visoka koncentracija sST2 pred PKMC je po-
vezana tudi z večjim tveganjem za nastanek TA-TMA (16).

Tako sST2 kot tudi REG3α sicer neodvisno napoveduje-
ta umrljivost bolnikov z aGVHD, vključena pa sta tudi v 
algoritem MAGIC (Mount Sinai Acute GVHD Internatio-
nal Consortium), ki ima prognostični pomen in napovedu-
je dolgoročne izide zdravljenja pred (7. dan po PKMC), ob 

ali po pojavu simptomov in začetku zdravljenja aGVHD 
bolje, kot če le-te napovemo samo na podlagi kliničnih 
simptomov (11,12,17).

Plazemski koncentraciji sST2 in REG3α sta skupaj z re-
ceptorjem tumor nekrotizirajočega faktorja 1 (TNFR1), ki 
je nadomestni označevalec TNF-α, ki ga proizvajajo lim-
fociti T in povečuje poškodbo tkiva, vključena v algori-
tem Ann Arrbor. Ta algoritem na podlagi določitve kon-
centracije omenjenih označevalcev ob pojavu aGVHD 
napove verjetnost odziva na terapijo s steroidi, razvoja 
GI-GVHD in umrljivost, ki ni povezana s ponovitvijo bo-
lezni (NRM, angl. non relapse mortality) v 6 mesecih ne-
odvisno od ostalih kliničnih dejavnikov tveganja (npr. ne-
ujemanje HLA, starost, vrsta kondicioniranja ...) in bi bil 
potencialno lahko uporabljen kot pomoč pri izbiri ustre-
znega zdravljenja (6).

Iskanje novih potencialnih označevalcev GVHD so v zad-
njem času olajšala različna informacijska orodja in razvoj 
masne spektrometrije, s katero so dokazali spektralne vzor-
ce značilne za aGVHD, vendar ta tehnika ne omogoča 
prepoznave posameznih proteinov. Poleg tega je delovno 
zahtevna in dolgotrajna, vendar pri njej nismo omejeni z 
dostopnostjo protiteles. Hkratno določitev različnih ozna-
čevalcev omogočajo tudi proteinske mikromreže, pri ka-
terih problem predstavljata predvsem visok signal ozad-
ja in nespecifična vezava, kar lahko izboljšamo z uporabo 
drugih imunokemijskih metod za kvantifikacijo posame-
znega proteina. Najpogosteje se uporablja sendvič encim-
sko imunska metoda na trdi podlagi (ELISA, angl. En-
zyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Vendar na rezultat 
lahko vplivajo uporabljena protitelesa in kalibratorji, kar 
lahko vodi do razlik med rezultati testov različnih proi-
zvajalcev (3,18,19).

CIRKULIRAJOČE 
ENDOTELIJSKE CELICE
Obetaven označevalec endotelijske poškodbe predstavljajo 
cirkulirajoče endotelijske celice (CEC), to so namreč zrele 
celice, ki se ob žilni poškodbi izplavijo v kri (20). Povišano 
število omenjenih celic je bilo dokazano pri mnogih sta-
njih, povezanih z žilno poškodbo, npr. miokardni infarkt 
in sladkorna bolezen (21,22). V primerjavi z zdravimi ose-
bami je bila povišana koncentracija CEC dokazana tudi 
pri bolnikih s (hematološkimi) malignimi boleznimi (23). angle-double-right
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Kondicioniranje pred aloPKMC oziroma njegova vrsta 
(mieloablativno/nemieloablativno) prispeva k endotelijski 
poškodbi, kar posledično vodi v višje število CEC (24). Pri 
interpretaciji rezultatov pa moramo upoštevati še možen 
vpliv drugih dejavnikov, ki povzročijo poškodbo endoteli-
ja, kot so npr. okužbe, zdravila (3). Koncentracija CEC ob 
vgnezditvi (angl. engraftment) je nižja pri tistih, pri kate-
rih se kasneje razvije aGVHD, v primerjavi s tistimi, pri 
katerih do aGVHD ne pride (25). Poleg tega je bil doka-
zan statistično značilen porast CEC ob pojavu simptomov 
aGVHD (26). V drugi študiji so pri bolnikih z aGVHD 
ugotovil nižje število CEC kot pri tistih, ki aGVHD niso 
razvili, vendar so CEC določali ob vnaprej določenih 
časovnih točkah in torej ne nujno ob pojavu simptomov 
aGVHD (24). Zaradi hitrega spreminjanja števila CEC 
bi njihovo določanje ob pojavu simptomov aGVHD lah-
ko služilo kot pomoč pri razlikovanju aGVHD od drugih 
zapletov, pri katerih endotelij ni vpleten (26).

Raziskav, ki bi ugotavljale povezavo med CEC in TA-T-
MA, je malo. V eni izmed študij je bilo sicer dokazano, da 
imajo bolniki z žilnimi zapleti po aloPKMC višje vred-
nosti CEC, pri čemer je glavna pomanjkljivost omenjene 
študije majhno število vključenih bolnikov (27).

Poleg CEC pa se v krvi nahajajo tudi endotelijske prekur-
zorske celice (EPC). To so celice, ki sodelujejo pri nastan-
ku novih žil ter regeneraciji poškodbe obstoječih žil in tako 
kažejo na regeneracijsko sposobnost žilja (28). Vloga EPC 
pri aGVHD in TA-TMA za zdaj še ni popolnoma pojasnje-
na. Dokazano je bilo, da je pri bolnikih z aGVHD koncen-
tracija EPC ob diagnozi bolezni narasla, medtem ko je pri 
tistih, ki aGVHD niso razvili, ostala nizka. Prav tako pa 
je pri tistih s SR-GVHD koncentracija EPC ostala visoka, 
medtem ko je pri bolnikih, ki so se na zdravljenje odzva-
li, padla na začetno vrednost (29). Hkrati histološki doka-
zi kažejo, da se ob aGVHD v koži in gastrointestinalnem 
traktu poveča vaskularizacija. Ena izmed možnih razlag 
teh rezultatov predvideva, da endotelijska poškodba vodi v 
višje število EPC, kar privede do povečane vaskularizaci-
je in nazadnje pride do poškodbe endotelijskih celic s stra-
ni aloreaktivnih limfocitov, kar povzroči porast CEC (30). 
Nasprotno pa je bil v drugi študiji porast EPC v periferni 
krvi 14. dan po aloPKMC v skupini bolnikov z aGVHD 
omejen (25). Na živalskem modelu pa je bilo dokazano, da 
injiciranje EPC po aloPKMC ublaži aGVHD (31).

CEC in EPC so v krvi zelo redke. Posledično je potrebna 
analiza velikega števila celic, za njihovo določanje pa se 

lahko uporabljajo različne metode, ki sicer niso standardi-
zirane. Pogosto uporabljena metoda za določanje CEC in 
EPC je pretočna citometrija, kjer prav tako različne raz-
iskovalne skupine, poleg različnih načinov izolacije ce-
lic, za njihovo prepoznavo uporabljajo različne imunofe-
notipe (32). Nimamo namreč celičnega označevalca, ki 
bi bil popolnoma specifičen za omenjene celice, zato nji-
hova prepoznava temelji na kombinaciji različnih ozna-
čevalcev. Pogosto uporabljeni označevalci za prepoznavo 
CEC so CD31, CD34 in CD146, za prepoznavo EPC pa 
CD34, CD133 in CD309. Za izključitev nespecifičnih do-
godkov je priporočljivo dodati še negativne označevalce, 
npr. CD45, in označevalce nukleinskih kislin ter označe-
valce živosti celic. Poleg tega pa je priporočljiva uporaba 
izotipske kontrole (28,33). Prav uporaba različnih metod 
in imunofenotipov v različnih študijah je lahko vzrok za 
različne rezultate dosedanjih študij, ki so proučevale CEC 
kot možen označevalec aGVHD. Kljub razlikam CEC os-
tajajo obetaven označevalec za prepoznavo aGVHD, bi pa 
bilo potrebno pred uporabo metode v vsakdanji klinični 
praksi standardizirati protokole za prepoznavo in kvanti-
fikacijo teh celic. Prednost uporabe pretočne citometrije 
pri prepoznavi CEC in EPC predstavlja dejstvo, da lah-
ko omenjene celice določamo hkrati (33).

ZUNAJCELIČNI VEZIKLI
Zunajcelični vezikli (EV, angl. extracellular vesicle) so sfe-
rične membranske strukture, ki lahko kažejo na celično 
poškodbo oziroma aktivacijo, pomembni pa so tudi pri 
medcelični komunikaciji (34). Glede na njihovo velikost 
EV delimo na eksosome (30–100 nm), mikrovezikle (100–
1000 nm) in apoptotska telesca (1000–5000 nm). Sestav-
ljajo jih različne biološke molekule, njihova sestava pa je 
odvisna od tega, iz katere celice so nastali in od (pato)fizi-
oloških procesov v teh celicah. Ker se nahajajo v mnogih 
bioloških vzorcih, imajo kot neinvazivni označevalci z di-
agnostično in prognostično vlogo velik potencial pri raz-
ličnih boleznih (35), med drugim tudi pri aGVHD, kjer 
je bilo dokazano povišano število endotelijskih EV (EEV), 
kar kaže na prisotnost endotelijske poškodbe (36,37). Po-
leg tega je bilo pri bolnikih z aGVHD dokazano povišano 
število eritrocitnih EV (Eri-EV), medtem ko pri bolnikih z 
okužbami do povišanja ni prišlo (38). Višja koncentracija 
celokupnega števila EV (TEV) in Eri-EV ob vgnezdenju 
je povezana z večjim tveganjem za razvoj aGVHD. Do-
kazan je bil tudi vpliv kondicioniranja na število EV, saj angle-double-right
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je bila koncentracija EV pri mieloablatinem kondicioni-
ranju v primerjavi z nemieloablativnim višja, pri čemer je 
bila pri nemieloablativnem kondicioniranju povezava med 
Eri-EV in aGVHD še močnejša (34). Pri bolnikih, pri ka-
terih je bila poleg aGVHD prisotna tudi mikroangiopatija, 
je bilo povišanje Eri-EV največje. Prav tako je bila pri tis-
tih, ki so preživeli TA-TMA, opažena dolgotrajno poviša-
na koncentracija Eri-EV, vendar je bilo število sodelujočih, 
pri katerih je prišlo do mikroangiopatije, majhno (38,39).

Poleg določanja Eri-EV, EEV in TEV je bilo proučevano 
tudi izražanje posameznih antigenov na površini EV. Večje 
izražanje CD146 je povezano z večjim tveganjem, večje 
izražanje CD31 in CD140α pa z manjšim tveganjem za 
razvoj aGVHD. CD146 je sicer označevalec endotelijskih 
celic, ki ga najdemo tudi na subpopulaciji limfocitov T 
(Th17). Čeprav je delež teh limfocitov pri aGVHD povišan, 
pa je za omenjeno stanje značilna tudi endotelijska poškodba. 
Ker je intenziteta fluorescence CD146 sorazmerna z 
intenziteto fluorescence nekaterih drugih endotelijskih 
označevalcev, avtorji predpostavljajo, da CD146 pozitivni 
EV izvirajo prav iz endotelijskih celic. CD31 je prav tako 
membranski antigen, ki se ne nahaja le na endotelijskih 
celicah, ampak tudi na trombocitih in na nekaterih drugih 
celicah (npr. limfocitih T ter APC). Med drugim preprečuje 
povečano aktivacijo limfocitov T, saj zviša aktivacijski prag 
T celičnega receptorja. CD140α, znan tudi kot PDGFRα 
(angl. platelet-derived growth factor receptor-alpha), ima 
pomembno vlogo pri migraciji fibroblastov in celjenju ran 
oziroma obnovi poškodovanega tkiva (40). 

Pomembno vlogo pri razvoju aGVHD imajo tudi limfociti 
T, ki se nahajajo v tarčnem organu. Antigena za prepoznavo 
teh tako imenovanih tkivnih spominskih limfocitov T 
(TRM, angl. tissue resident memory) sta CD69 in CD103, ki 
imata pomembno vlogo pri »zadrževanju« teh celic v tkivu, 
zato so omenjene celice v krvi zelo redke. Lahko pa v krvi 
določamo EV; njihova sestava je namreč odvisna od vrste 
in stanja celic, iz katerih izvirajo (41,42). Ugotovljeno je bilo, 
da aktivirane endotelijske celice lahko spodbudijo izražanje 
CD69 na limfocitih (41). Visoka serumska koncentracija 
CD69 pozitivnih EV pred aloPKMC je povezana z večjim 
tveganjem za razvoj aGVHD, pri čemer CD69 pozitivni 
EV soizražajo CD45, kar kaže na levkocitni izvor (42).

Metode za določanje EV za zdaj še niso standardizirane, 
na rezultate analize pa lahko vplivajo mnogi dejavniki. Še 
posebej pomemben je način izolacije EV, ki se priporoča za 
zmanjšanje vpliva motečih snovi na analizo (34,43). Prav 

tako so za analizo EV možne različne metode. Metoda, ki 
omogoča tako prepoznavo različnih EV kot tudi njihovo 
kvantifikacijo, je pretočna citometrija (44). Določanje EV 
otežujeta predvsem njihova majhnost in dejstvo, da imajo 
na svoji površini manjšo količino proteinov, torej je izra-
žanje označevalcev na njihovi površini šibko, zato za nji-
hovo analizo potrebujemo občutljive pretočne citometre, 
njihova prepoznava pa bolj kot na podlagi sipanja svet-
lobe temelji na uporabi fluorescenčnih označevalcev (45).

MIKRO RNA
Poleg membranskih struktur so za opravljanje (pato)fizi-
ološke vloge EV zelo pomembne tudi snovi, ki se nahaja-
jo znotraj EV. Med drugim se v notranjosti EV nahajajo 
tudi različne kodirajoče in nekodirajoče RNA. Pogosto 
proučevane so prav mikro RNA (miRNA), ki z vezavo na 
komplementarno informacijsko RNA (mRNA) prepreči-
jo njeno izražanje. Proučevanje različnih miRNA, ki se 
nahajajo znotraj EV ali pa prosto v krvi, je predmet raz-
ličnih študij, povezanih z aGVHD, tako v smislu iskanja 
označevalcev te bolezni kot tudi ugotavljanja patofiziolo-
ških mehanizmov bolezni (46).

Lia s sodelavci je dokazal, da kombinacija izražanja CD146 na 
EV, plazemska koncentracija sTNFR1 in izražanje miR-100  
ter miR-194 v EV najbolje ločuje med bolniki z in brez 
aGVHD ob pojavu bolezni. miR-100 ima pomembno vlogo 
pri uravnavanju neovaskularizacije pri aGVHD in postopno 
narašča od PKMC do pojava aGVHD. Pri tistih, ki so kasneje 
razvili aGVHD, sta bili pred kliničnim pojavom bolezni v 
EV povišani tudi količina miR-194 in miR-155; slednja ima 
pomembno vlogo pri uravnavanju T celičnega odziva (43).  
Za serumsko vrednost miR-155 je bilo dokazano, da je 
sorazmerna s težo aGVHD (47). 

Pogosto proučevana miRNA v povezavi z aGVHD je miR-
146a, ki je pomembna pri uravnavanju izražanja TNF-α, 
zmanjšano izražanje te miRNA pa je povezano z resnostjo 
aGVHD (48). S slabšim preživetjem in z resnostjo bolezni 
je povezano tudi povišanje miR-181a v serumu ob pojavu 
simptomov aGVHD, medtem ko zmanjševanje miR-181a 
kaže na odgovor na zdravljenje. Poleg tega je bila dokazana 
značilna razlika med ravnjo izražanja miR-181 pri bolnikih 
z aGVHD in tistih z akutno zavrnitvijo presajene ledvice, 
zdravih osebah in bolnikih s sepso, kar kaže na specifičnost 
tega označevalca (49). angle-double-right
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V različnih študijah je bilo sicer dokazanih še veliko dru-
gih miRNA, ki predstavljajo možno tarčo za zdravljenje ali 
pa imajo potencialno napovedno, diagnostično ali prog-
nostično vrednost za aGVHD in so večinoma vpletene v 
regulacijo imunskega odziva (3).

Tako kot EV lahko tudi miRNA določamo v različnih bi-
oloških vzorcih, odvzetih na neinvaziven način. Pogosto 
uporabljena metoda za njihovo določitev je kvantitativ-
na verižna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno 
transkripcijo (RT-qPCR). Njeni prednosti sta dobra ob-
čutljivost in specifičnost, poleg tega se omenjena metoda 
tudi sicer uporablja v diagnostiki in spremljanju hemato-
loških bolezni in je tako na voljo v vseh transplantacijskih 
centrih (50). Po drugi strani pa analizo miRNA omejuje 
predvsem dejstvo, da na rezultat lahko vplivajo različni 
predanalitični in analitični dejavniki, kot so izbor ustre-
znega matriksa, čas do analize, shranjevanje vzorca, na-
čin izolacije miRNA in izbor najustreznejšega načina za 
normalizacijo rezultatov. Zato je tudi pri analizi miRNA 
pred uvedbo v vsakdanjo klinično prakso potrebno over-
janje metode za njihovo določanje (51).

ZAKLJUČEK
Glavni razlog umrljivosti bolnikov po aloPKMC predsta-
vlja aGVHD. Smrtnost je največja pri bolnikih, ki se ne 
odzovejo na zdravljenje, do česar najpogosteje pride pri 
GI-GVHD. Z enakimi znaki kot GI-GVHD pa se kaže 
tudi TA-TMA, ki je prav tako povezana s slabim preživet-
jem. Zaradi pomanjkanja enotnih diagnostičnih kriterijev 
in prekrivajočih se entitet med (SR)-GVHD in TA-TMA 
v različnih študijah uporabljajo različne načine prepozna-
ve omenjenih stanj, kar vodi v neenotno in prekrivajočo se 
opredelitev obeh zapletov. Pri postavitvi diagnoze nam si-
cer lahko pomaga histološka analiza prizadetega tkiva, pri 
čemer je biopsija invaziven postopek, ki je še posebej tve-
gan pri trombocitopeniji in zato pogosto neizvedljiv (52). 
Zato bi bili označevalci, ki bi jih lahko določali na nein-
vaziven način (npr. iz periferne krvi) in bi pomagali pri 
zgodnji prepoznavi (predvsem tistih bolnikov s težko obli-
ko) aGVHD, zelo dobrodošli (3). Poleg iskanja označeval-
cev aGVHD pa je pomembno tudi iskanje označevalcev 
cGVHD. Tudi pri cGVHD so obetavni različni serum-
ski in plazemski označevalci, miRNA, kot pomembni pa 
so se izkazali tudi nekateri celični označevalci, predvsem 
določanje različnih subpopulacij limfocitov (3).

Kljub številnim študijam bioloških označevalcev GVHD 
za zdaj še nobeden ni samostojno umeščen v smernice za 
klinično obravnavo bolnika. V posameznih transplanta-
cijskih centrih se uporablja le določanje sST2 ter REG3α. 
Glavni razlog je, da metode za določanje označevalcev še 
niso standardizirane, hkrati pa lahko na njihovo koncen-
tracijo vplivajo različni dejavniki (npr. vrsta kondicioni-
ranja in uporaba profilaktičnega zdravljenja). To ob po-
manjkanju enotnih diagnostičnih kriterijev in razlik med 
vključitvenimi kriteriji v različnih študijah omejuje njiho-
vo uporabo v vsakdanji klinični praksi. Zato je poleg od-
krivanja novih označevalcev v prihodnosti nujno tudi delo 
na standardizaciji laboratorijskih metod za njihovo dolo-
čanje in klinični validaciji odkritih označevalcev oziroma 
njihovih kombinacij, pri čemer je nujno sodelovanje med 
zdravniki in laboratorijskimi strokovnjaki (5,53). angle-double-right
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POVZETEK
Mitohondrijske bolezni so skupina heterogenih bolezni, ve-
činoma povezanih s pomanjkanjem celične energije zara-
di slabše mitohondrijske funkcije. So posledica genetskih 
sprememb na mitohondrijski DNA ali mitohondrijskih 
genov na jedrni DNA. Patološke genetske spremembe na 
mitohondrijski DNA so običajno enonukleotidne, manj-
še insercije in delecije ali večje strukturne preureditve mi-
tohondrijske DNA. Diagnostika mitohondrijskih bolezni 
je zaradi klinične in genetske heterogenosti ter omejenih 
povezav med genotipom in fenotipom pogosto težavna. 
Tehnologija sekvenciranja naslednje generacije je izboljša-
la diagnostiko mitohondrijskih bolezni, zlasti tistih, ki so 
povezane z okvarami genov na jedrni DNA. S prihodom 
tehnologije sekvenciranja dolgih odčitkov se je izboljšala 
natančnost identifikacije strukturnih sprememb. V okviru 
mitohondrijskih bolezni lahko s tehnologijo sekvenciranja 
dolgih odčitkov izboljšamo analizo heteroplazmatskih de-
lecij, identifikacijo velikih kompleksnih preureditev in na-
tančnejšo lokalizacijo jedrno-mitohondrijskih zaporedij v 
jedrnem genomu. Tehnologija sekvenciranja naslednje ge-
neracije trenutno predstavlja standard pri molekularni di-
agnostiki mitohondrijskih bolezni, kljub temu pa bi lahko 

z izboljšanjem natančnosti tehnologije sekvenciranja dol-
gih odčitkov in razvojem novih bioinformatskih orodij teh-
nologijo učinkoviteje uporabljali v diagnostične namene.

Ključne besede: mitohondrijski genom, diagnostika mi-
tohondrijskih bolezni, heteroplazmija, sekvenciranje dol-
gih odčitkov

ABSTRACT
Mitochondrial diseases are a group of heterogeneous dis-
orders, mostly associated with cellular energy deficiency 
due to impaired mitochondrial function, resulting from 
genetic variants in mitochondrial DNA or mitochondri-
al genes on nuclear DNA. Pathogenic variants on mito-
chondrial DNA typically involve single nucleotide variants, 
small indels or larger structural rearrangements of mito-
chondrial DNA. The diagnosis of mitochondrial diseases 
is often challenging due to diverse clinical manifestations 
and genetic heterogeneity, as well as limited associations 
between genotype and phenotype. Next-generation se-
quencing technology has improved the diagnosis of mito-
chondrial diseases, particularly those related to defects in angle-double-right
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nuclear DNA genes. The advent of long-read sequencing 
brings heightened precision in the identification of struc-
tural variants. In the context of mitochondrial diseases, 
long-read sequencing can enhance the analysis of hetero-
plasmic deletions, identify large complex rearrangements, 
and provide more accurate localization of nuclear-mito-
chondrial sequence in the nuclear genome. Next genera-
tion sequencing technology currently represents the stan-
dard in molecular diagnostics of mitochondrial diseases; 
however, by improving the accuracy of long-read sequenc-
ing and developing new bioinformatics tools, we could in-
troduce it for diagnostic purposes.

Key words: mitochondrial genome, diagnostics of mito-
chondrial disorders, heteroplasmy, long-read sequencing

UVOD
Mitohondriji so energijski centri evkariontskih celic, saj 
proizvajajo celično energijo v obliki adenozin trifosfata 
(ATP), ki nastaja s procesom oksidativne fosforilacije v di-
halni verigi (1). Poleg tega mitohondriji sodelujejo pri pre-
snovnih procesih in njihovi regulaciji, signaliziranju s kal-
cijem in programirani celični smrti (2). Za sestavljanje in 
delovanje mitohondrija je potrebnih približno 1200 pro-
teinov, katerih genetski zapis se nahaja tako na jedrni kot 
na mitohondrijski DNA (mtDNA). Na jedrnem genomu so 
zapisani večina proteinov dihalne verige, proteini za repli-
kacijo, transkripcijo in translacijo mtDNA ter proteini, ki 
regulirajo dinamiko mitohondrija. mtDNA je 16.569 bp 
dolga dvoverižna krožna molekula, ki zapisuje 13 poli-
peptidov dihalne verige, 22 prenašalnih RNA (tRNA) in 
2 ribosomalni RNA (rRNA), ki so nujno potrebne za tran-
skripcijo in translacijo proteinov, zapisanih na mtDNA. V 
matriksu mitohondrija je prisotnih več kopij mtDNA. Šte-
vilo kopij je odvisno od potreb po celični energiji in znaša 
med 100 in 1000 kopij na celico. Posameznik ima lahko 
identične kopije mtDNA (homoplazmija) ali več različnih 
kopij mtDNA (heteroplazmija) (3). Za mtDNA je značil-
no maternalno dedovanje, saj se mtDNA iz spermijev med 
spermatogenezo eliminira (4). mtDNA lahko razvrstimo v 
haploskupine. V posamezni haploskupini so sorodna zapo-
redja, ki si delijo skupne genetske spremembe in kažejo re-
gionalno specifičnost (5). Med evolucijo evkariontske celi-

ce se lahko zaporedja mtDNA vstavljajo v jedrno DNA in 
nastanejo jedrno-mitohondrijska zaporedja (NUMTs) (6). 

Mitohondrijske bolezni so skupina heterogenih bolezni, 
večinoma povezanih s pomanjkanjem celične energije za-
radi slabše mitohondrijske funkcije in so posledica genet-
skih sprememb na mtDNA ali mitohondrijskih genov na 
jedrni DNA (Slika 1). Genetske spremembe na mtDNA se 
lahko dedujejo maternalno ali nastanejo de novo, medtem 
ko se genetske spremembe na jedrni DNA dedujejo avto-
somno dominantno, avtosomno recesivno, X-vezano ali 
nastanejo de novo. Večina mitohondrijskih bolezni so mul-
tisistemski sindromi, ki vključujejo nevrološke, endokrine, 
kardiološke, dermatološke in gastroenterološke značil-
nosti. Lahko povzročajo tkivno specifična obolenja, kot 
so optična nevropatija, gluhost in sladkorna bolezen tipa 
2. Ker je njihov klinični fenotip zelo raznolik in se lahko 
pojavijo pri vseh starostih ter prizadenejo različna tkiva 
in organe, predstavljajo precejšen klinični izziv in oteže-
no zdravljenje (7,8). Poleg tega je molekularna diagnosti-
ka mitohondrijskih bolezni kompleksna zaradi genetske 
heterogenosti, heteroplazmije in prisotnosti NUMTs. Za 
pojav kliničnih simptomov mora stopnja heteroplazmije 
presegati mejno vrednost, ki znaša med 60 % in 90 % in je 
odvisna od genetske spremembe ter se razlikuje med po-
sameznimi tkivi (9,10).

Prevalenca mitohondrijskih bolezni je približno 12,5 na 
100.000 odraslih (11) in 4,7 na 100.000 otrok (12). Vendar 
je frekvenca patoloških genetskih sprememb na mtDNA v 
splošni populaciji višja. Ocenjuje se, da je 1 na 250 zdravih 
posameznikov prenašalec nizkostopenjske heteroplazmije 
s patološko genetsko spremembo na mtDNA (13). Med mi-
tohondrijske bolezni, ki se večinoma pojavijo v zgodnjem 
otroštvu, uvrščamo sindrom Kearns-Sayre, Leighov sin-
drom in Pearsonov sindrom. Za te sindrome je značilen 
težji potek bolezni, klinični simptomi lahko obsegajo hi-
potonijo, splošno šibkost, počasen razvoj, utrujenost, bru-
hanje in encefalopatije. Med mitohondrijske bolezni, ki so 
pogostejše pri odraslih, vendar se lahko pojavljajo tudi pri 
otrocih, uvrščamo sindrom mitohondrijske encefalopatije, 
laktatne acidoze in kapi podobne epizode (MELAS), kro-
nično progresivno oftalmoplegijo (CPEO), nevropatijo, ata-
ksijo in retinitis pigmentozo (NARP), sindrom mioklonske 
epilepsije z rdečimi razcefranimi vlakni (MERRF) in Le-
berjevo dedno optično nevropatijo (LHON) (Slika 1) (7). angle-double-right
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Slika 1: Mitohondrijske bolezni. Mitohondrijske bolezni so posledica genetskih sprememb na jedrni DNA, ki zapisujejo proteine, potrebne za 
delovanje mitohondrija (1A) ali genetskih sprememb na mtDNA (1B). Zaradi genetskih sprememb pride do motenj dihalne verige (2) in posledično 
do pomanjkanja celične energije (3). Prevalenca mitohondrijskih bolezni pri otrocih je 4,7 na 100.000 otrok, za njih je značilen težji potek bolezni, 
medtem ko je prevalenca mitohondrijskih bolezni pri odraslih 12,5 na 100.000 odraslih. Pripravljeno z BioRender.com. 
Figure 1: Mitochondrial diseases. Mitochondrial diseases are caused by genetic variants in nuclear DNA, which encodes proteins essential for 
mitochondrial function (1A), or by genetic variants in mtDNA (1B). Due to these genetic variants, the respiratory chain is disrupted (2), leading to a 
deficiency in cellular energy (3). The prevalence of mitochondrial diseases is 4.7 per 100,000 children, who experience a more severe course of the 
disease, compared to a prevalence of 12.5 per 100,000 adults. Created with BioRender.com angle-double-right
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Razvoj sekvenciranja naslednje generacije (NGS) je povzro-
čil revolucijo na področju diagnostike genetskih bolezni, 
saj je genetska analiza postala hitrejša in cenejša. Za teh-
nologije NGS so značilni kratki odčitki, dolgi 300–500 bp 
(14). Kljub vsem prednostim, ki jih tehnologija NGS pri-
naša, se za analizo posameznih regij v diagnostiki upo-
rablja tudi sekvenciranje po Sangerju. V zadnjem času se 
hitro razvija in izboljšuje sekvenciranje dolgih odčitkov, 
kamor uvrščamo tehnologiji proizvajalca Oxford Nano-
pore Technologies (ONT) in Pacific Biosciences (PacBio). 
Dolgi odčitki (>10 kbp) olajšajo opredelitev večjih insercij, 
delecij, translokacij in drugih strukturnih sprememb. Po-
leg tega bistveno izboljšajo kakovost de novo sestavljenih 
genomov in omogočajo detekcijo epigenetske informacije, 
brez posebne predpriprave vzorca (15). Namen pregledne-
ga članka je opisati tehnologijo ONT in prikazati pred-
nosti, ki jih tehnologija ONT prinaša v diagnostiko mito-
hondrijskih bolezni.

GENETSKA DIAGNOSTIKA 
MITOHONDRIJSKIH 
BOLEZNI
Diagnostika mitohondrijskih bolezni je zaradi klinične 
in genetske heterogenosti ter omejenih povezav med ge-
notipom in fenotipom pogosto težavna, zato je za učin-
kovito genetsko diagnostiko ključen multidisciplinaren 
pristop. S prihodom tehnologije NGS se je spremenil na-
čin, kako pristopamo k diagnozi mitohondrijskih bolez-
ni. Pri tradicionalnem pristopu so se najprej opravile bi-
okemične in slikovne preiskave, nato pa mišična biopsija 
in histokemične preiskave, katerih rezultati so pripomog-
li k usmeritvi tarčnih molekularnih analiz. Z razširjeno 
uporabo tehnologije NGS se za diagnostiko mitohondrij-
skih bolezni najprej opravi genetsko testiranje DNA izo-
lirane iz krvi (10,16). 

Tehnologija NGS je izboljšala diagnostiko mitohondrijskih 
bolezni, zlasti tistih, ki so povezane z okvarami genov na 
jedrni DNA (17,18). NGS omogoča sočasno sekvencira-
nje in analizo mtDNA in jedrnih genov, povezanih z mi-
tohondrijskimi boleznimi. Za sekvenciranje se uporablja-
ta oba pristopa, sekvenciranje celotnega eksoma (WES) in 

sekvenciranje celotnega genoma (WGS). Pri WES so za 
obogatitev mtDNA potrebne dodatne sonde, ki se speci-
fično hibridizirajo na mtDNA. Tako lahko dosežemo glo-
boko pokritost mtDNA, kar bistveno izboljša odkrivanje 
nizkostopenjskih mitohondrijskih heteroplazmij. Z NGS 
sekvenciranjem in sistematično analizo celotnega mito-
hondrijskega genoma lahko dosežemo boljšo občutljivost 
v primerjavi z usmerjenim testiranjem patoloških genet-
skih sprememb posameznih genov, vendar pa obsežnejše 
testiranje poveča verjetnost odkritja genetskih sprememb 
z nejasnim kliničnim pomenom (VUS). Genetska spre-
memba je klasificirana kot VUS, ker v času njenega od-
kritja ni dovolj dokazov, ki bi jo lahko zanesljivo povezali 
kot vzročno za določen fenotip. Z novimi odkritji se lah-
ko VUS spremeni v patološko, verjetno patološko, beni-
gno ali verjetno benigno spremembo (16).

Patološke genetske spremembe na mtDNA so običajno 
enonukleotidne (SNV) ali manjše insercije in delecije, ki 
zapisujejo proteine ali mitohondrijske tRNA. Točkovne 
genetske spremembe v protein kodirajočih genih okvari-
jo funkcijo dihalne verige. Medtem ko točkovne genetske 
spremembe v tRNA zmanjšajo dostopnost mitohondrijskih 
prenašalnih RNA (mt-tRNA), kar okvari mitohondrijsko 
translacijo. V tRNA genih je več kot polovica vseh pato-
loških točkovnih genetskih sprememb na mtDNA (19). Pa-
tološke genetske spremembe so lahko tudi večje preuredi-
tve na mtDNA, kot je pogostejša 4,9 kbp mtDNA delecija 
(20,21). Posamezne delecije v mtDNA se običajno pojavi-
jo v začetku razvoja zarodka in so prisotne v vseh celicah 
prizadetih tkiv (19). Do zdaj so znane patološke genetske 
spremembe v več kot 400 genih na jedrni DNA in v več 
kot 30 genih na mtDNA, ki so vzrok mitohondrijskih bo-
lezni (22). Pri genetskih spremembah na mtDNA je verje-
tnost detekcije odvisna od same genetske spremembe, vrste 
vzorca in starosti bolnika. 

Ker je stopnja heteroplazmije in količina mtDNA tkivno 
specifična, je tudi za genetsko analizo zelo pomemben iz-
bor vzorca. Pri mitohondrijskih boleznih je mišica pogos-
to klinično prizadeto tkivo, zato je optimalna za analizo 
mtDNA in je hkrati izjemno pomembna za histološke in 
histokemične preiskave ter študije encimov dihalne veri-
ge. Izbira ustrezne mišice za biopsijo je ključnega pome-
na za natančno diagnozo, pri čemer moramo upoštevati 
vpletenost mišice v bolezen in njeno dostopnost. Za biopsi-
jo je stegenska mišica pogosto mišica izbora, saj omogoči angle-double-right
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odvzem večjega vzorca, ki se uporabi za več diagnostič-
nih testov. Za določitev najboljšega mesta biopsije se prej 
izvede slikanje z magnetno resonanco (MRI), na podlagi 
katerega lahko ocenimo morfologijo in patologijo mišice 
(23). Mišična biopsija je invazivna metoda, zato se običaj-
no najprej odvzame periferna kri, ki ni optimalen vzorec. 
V krvi se lahko stopnja heteroplazmije čez čas zmanjšuje. 
Delež MT-TL1 m.3243A>G naj bi se vsako leto zmanjšal 
za 1 %, zato je ta genetska sprememba pri starejših bolni-
kih z blažjimi oblikami velikokrat spregledana (24). Poleg 
tega se v hitro delečih celicah, kot so limfociti, zmanjšu-
je tudi delež posameznih preureditev na mtDNA (25). V 
nekaterih primerih je lahko urin vzorec izbora, saj je sto-
pnja heteroplazmije v tem vzorcu stabilna in v nekaterih 
primerih (npr. MT-TL1 m.3243A>G) tesneje povezana s 
stopnjo heteroplazmije v mišici. Urin se je izkazal primer-
nega tudi za detekcijo posameznih delecij (26). Kljub temu 
je v primerih, ko je rezultat negativen in obstaja klinični 
sum, potrebna mišična biopsija (16). 

Za ustrezno interpretacijo genetskih sprememb na jedrni 
DNA in določanje patološkosti je ključno slediti najnovej-
šim smernicam, ki jih določa Ameriški zdravniški kolegij 
za medicinsko genetiko in genomiko (ACMG) (27). Raz-
vrstitev genetskih sprememb na mtDNA glede na pato-
loškost je pogosto bolj zahtevna. Za njihovo interpretaci-
jo se uporabljajo nedavno objavljene ACMG smernice za 
mtDNA (28) ter podatkovna zbirka MITOMAP (29), ki 
velja za najobsežnejši vir podatkov genetskih sprememb 
na mtDNA in se redno posodablja. Pri interpretaciji je 
treba upoštevati še pogostost v populaciji, haploskupine, 
heteroplazmijo in evolucijsko ohranjenost in funkcional-
nost. Genetske spremembe, ki se v splošni populaciji po-
javljajo s pogostostjo več kot 1/1000 kuriranih zaporedij 
GenBank v podatkovni zbirki MITOMAP (29) ali več kot 
1/1000 homoplazmatskih zaporedij v gnomAD (30) in niso 
povezane z boleznijo, verjetno niso patološke. Haplosku-
pine mtDNA opredeljujejo geografski izvor sprememb na 
mtDNA, ki so se nakopičile med evolucijo človeka. MI-
TOMASER je dostopen na spletni strani MITOMAP (29) 
in zagotavlja napoved porazdelitve genetskih sprememb v 
različnih haploskupinah, ki se lahko upošteva pri ocenje-
vanju pogostosti genetske spremembe. Večina patoloških 
genetskih sprememb na mtDNA je heteroplazmatskih (31). 
Natančna določitev stopnje heteroplazmije je pomembna 
in se mora interpretirati ob upoštevanju testiranega tkiva. 
Stopnja heteroplazmatske genetske spremembe v klinič-

no prizadetem tkivu se mora ujemati s klinično sliko in z 
vsemi dodatnimi rezultati histokemičnih in biokemijskih 
preiskav. Za evolucijsko ohranjenost aminokislin in nuk-
leotidov med različnimi vrstami se uporabljajo in silico 
orodja za napovedovanje, ki ocenjujejo variabilnost pro-
tein-kodirajočih regij. Posebno pozornost je potrebno na-
meniti genetskim spremembam mt-tDNA, pri katerih je še 
posebej pomembno oceniti vpliv spremembe na strukturo 
in funkcijo. Pri interpretaciji genetskih sprememb na mt-
-tRNA se uporabljajo podatkovne baze, kot je MitoTIP (32).

SEKVENCIRANJE 
DOLGIH ODČITKOV PRI 
MITOHONDRIJSKIH 
BOLEZNIH
Sekvenciranje dolgih odčitkov s tehnologijo ONT teme-
lji na zaznavanju sprememb v električnem toku, ki nasta-
nejo pri potovanju molekule DNA skozi proteinski kanal-
ček – nanoporo. Sistem je sestavljen iz dveh komor, med 
katerima je napetostna razlika in sta ločeni z napetostno 
membrano. Napetostna razlika povzroči ionski tok skozi 
nanoporo in omogoči prehod enoverižne DNA. Pri pre-
hodu DNA sodeluje motorni protein, ki odvija dvoveriž-
no DNA in skupaj z električnim tokom omogoči kontro-
liran prehod enoverižne DNA skozi nanoporo (Slika 2). 
Med sekvenciranjem se generirajo dolgi odčitki s povpreč-
no dolžino več kot 10 kb, kar ima mnoge prednosti pred 
NGS tehnologijami, za katere so značilni kratki odčitki 
(150–300 bp) (33). Tehnologija ONT omogoča, da lahko 
celoten mitohondrijski genom v velikosti ~16,6 kb sekven-
ciramo z enim samim odčitkom (34). V okviru mitohon-
drijskih bolezni lahko s sekvenciranjem z dolgimi odčitki 
izboljšamo analizo heteroplazmatskih delecij, identifikaci-
jo velikih kompleksnih preureditev, ki jih je težko zaznati 
s kratkimi odčitki, in natančnejšo lokalizacijo NUMTs v 
jedrnem genomu, saj dolgi odčitki zajamejo tako NUMTs 
kot sosednja jedrna zaporedja. Kljub mnogim prednostim, 
ki jih prinašajo dolgi odčitki, je ONT manj natančna pri 
identifikaciji SNV in majhnih insercij in delecij v primer-
javi s tehnologijo NGS (35). angle-double-right

36

LABORATORIJSKA MEDICINA



Slika 2: Sekvenciranje dolgih odčitkov s tehnologijo ONT. Sistem je sestavljen iz proteinskega kanalčka – nanopore, motornega proteina in 
napetostne membrane. Motorni protein odvija dvoverižno DNA in skupaj z električnim tokom omogoči kontroliran prehod DNA skozi nanoporo. 
Pripravljeno z BioRender.com.
Figure 2: Long-read sequencing using ONT technology. The system comprises a protein nanopore, a motor protein, and a voltage membrane. 
The motor protein unwinds double-stranded DNA and, with the aid of an electric current, guides the controlled passage of the DNA strand through 
the nanopore. Created with BioRender.com

Za sekvenciranje s tehnologijo ONT moramo najprej prip-
raviti knjižnico. Za WGS popravimo zareze na DNA (angl. 
DNA nicks), ki nastanejo ob izolaciji in tekom hranjenja 
vzorca, ter popravimo konce DNA tako, da postanejo pri-
merni za ligacijo adapterjev. Sledi dodajanje adapterjev z 
motornim proteinom, ki med samim sekvenciranjem od-
vija DNA. Tako pripravljeno knjižnico nanesemo na pre-
točno celico, kjer poteka sekvenciranje (Slika 3A).

ONT poleg WGS omogoča usmerjeno sekvenciranje 
mtDNA. mtDNA lahko obogatimo z uporabo encima 
Cas9, s čimer se izognemo PCR pomnoževanju mtDNA. 

Pri usmerjenem sekvenciranju mtDNA se najprej načr-
tuje usmerjevalno RNA (sgRNA), ki določa mesto reza z 
encimom Cas9 na mtDNA. Celokupno DNA je potreb-
no s fosfatazo defosforilirati in ji dodati Cas9 z vstavljeno 
sgRNA. Cas9 na mestu reza ustvari fosforilirane konce, 
kar omogoči ligacijo adapterskih zaporedij le na tarčno 
regijo. S takšnim usmerjenim sekvenciranjem mtDNA do-
bimo dobro pokritost mtDNA za uporabo v diagnostične 
namene (36) (Slika 3B).

angle-double-right
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Slika 3: Sekvenciranje s tehnologijo ONT. (A) Priprava knjižnice za sekvenciranje celotnega genoma. (B). Priprava knjižnice za usmerjeno 
sekvenciranje izbrane regije. Pripravljeno z BioRender.com.
Figure 3: Sequencing with ONT. (A) Library preparation for whole genome sequencing. (B) Library preparation for targeted sequencing of a 
specific region. Created with BioRender.com.

Tehnologija ONT zaradi dolgih odčitkov izboljša identi-
fikacijo, opredelitev in kvantifikacijo večjih strukturnih 
preureditev na mtDNA. Zaradi enakomerne pokritosti 
je identifikacija delecij in duplikacij lažja, saj jih oprede-
limo glede na globino pokritosti čez celoten mitohondrij-

ski genom. Hkrati bo zaradi dolžine odčitkov, ki jih pri-
dobimo s sekvenciranjem, posamezna delecija razvidna 
že v posameznem odčitku (37). Z ONT lahko dosežemo 
tudi boljšo resolucijo točk preloma, saj je pri dolgih odčit-
kih večja verjetnost, da bo posamezna sprememba znotraj angle-double-right
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posameznega odčitka. To izboljša bioinformatsko identi-
fikacijo strukturnih sprememb in sprememb v številu ko-
pij (CNV) (38). Med pripravo knjižnice za sekvenciranje z 
ONT DNA ne pomnožimo s PCR, kar nam omogoči na-
tančnejšo oceno deleža DNA molekul z delecijo v primer-
javi z molekulami divjega tipa (34,36). S tehnologijo ONT 
lahko prepoznavamo kompleksne preureditve z velikimi 
podvojitvami, saj dolgi odčitki vključujejo tudi podvojeno 
regijo (39,40) in tako omogočajo identifikacijo zapletenih 
preureditev, ki bi jih druge tehnologije zaradi fragmenta-
cije med pripravo lahko zgrešile (35).

Tehnologija ONT prinaša inovacije v diagnostiko mi-
tohondrijskih bolezni, predvsem zaradi sposobnosti na-
tančnejše identifikacije obsežnih strukturnih preureditev. 
Poleg tega s tehnologijo sekvenciramo nativno DNA, kar 
dodatno omogoči še zaznavanje epigenetskih modifikacij, 
ki bodo verjetno v prihodnosti pomemben element tudi 
pri diagnostiki mitohondrijskih bolezni. Zaradi vseh pred-
nosti, ki jih tehnologija prinaša, in z razvojem zanesljivih 
bioinformatskih orodij bo verjetno v prihodnosti tehno-
logija ONT postala pomemben diagnostični element, saj 
bo omogočila še bolj natančno in celostno razumevanje 
genetskih mehanizmov.

ZAKLJUČEK
Mitohondrijske bolezni obsegajo širok nabor kliničnih zna-
kov, ker so posledica genetskih sprememb tako na jedrnem 
kot tudi na mitohondrijskem genomu. Genetska diagno-
stika bolezni je kompleksna zaradi njihove genetske hete-
rogenosti, prisotnosti jedrno-mitohondrijskih zaporedij 
ter učinka stopnje heteroplazmije pri izražanju kliničnih 
simptomov. Diagnostika teh bolezni je ključna za opredeli-
tev bolezenskega stanja in dodatne informacije o prognozi 
ter zdravljenju. Tehnologija sekvenciranja dolgih odčitkov 
prinaša inovacije z natančnejšo identifikacijo strukturnih 
sprememb, vendar bodo za njeno uporabo v diagnostič-
ne namene potrebni dodatne raziskave in validacija me-
tode za detektiranje genetskih sprememb.
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POVZETEK

Sekvenciranje RNA je napredna molekularna tehnika, ki 
omogoča preučevanje transkriptov. Prvi korak pri sekven-
ciranju RNA je izolacija RNA iz biološkega vzorca, ki ji 
sledijo priprava knjižnice RNA, sekvenciranje in bioinfor-
matska analiza. Glavna cilja sekvenciranja sta kvantifika-
cija in primerjava izražanja genov med različnimi pogoji, 
kar nam omogoča vpogled v biološko funkcijo analizira-
nih genov. Kljub številnim prednostim ima sekvenciranje 
RNA tudi nekatere omejitve in pomanjkljivosti. Eni iz-
med glavnih pomanjkljivosti sta nestabilnost RNA in ob-
čutljivost na razgradnjo z RNAzami, ki se jih težko zne-
bimo, zato je potrebna skrbna priprava vzorca. Klinična 
uporaba te tehnologije je prikazana na primeru bolnika z 
B-celično akutno limfoblastno levkemijo. 

Ključne besede: sekvenciranje RNA, analiza različne-
ga izražanja genov 

ABSTRACT

RNA sequencing is an advanced molecular technique that 
allows the transcriptomes to be studied in detail, represent-
ing a remarkable advance in transcriptome studies. The 
first step in RNA sequencing is the isolation of RNA from 
a biological sample, followed by RNA library preparation, 
sequencing, and bioinformatics analysis. The main objec-
tive is to quantify and compare gene expression between 
different conditions, providing insights into the biologi-
cal function of the genes analyzed. Despite its numerous 
advantages, RNA sequencing also has certain limitations 
and drawbacks. These include the instability of RNA and 
its susceptibility to degradation by RNAses, which are dif-
ficult to remove and require careful sample preparation. 
The clinical application of this technology is demonstrat-
ed using the example of a patient with B-cell acute lym-
phoblastic leukaemia.

Key words: RNA sequencing, differential gene expres-
sion analysis angle-double-right
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UVOD
Sekvenciranje RNA je sodobna molekularna tehnika, ki 
omogoča vpogled v transkriptome številnih celic in tkiv. 
Prinesla je izjemen napredek na področju transkriptom-
skih študij. V primerjavi z mikromrežami je sekvenciranje 
RNA bolj občutljivo in ponuja številne aplikacije zaradi ši-
rokega dinamičnega razpona, možnosti prepoznavanja no-
vih transkriptov ter ločljivosti na ravni posameznega nu-
kleotida (1). Glavni cilj analize transkriptoma je običajno 
kvantificirati in primerjati izražanje genov med različnimi 
stanji in na podlagi teh podatkov sklepati o biološki funk-
ciji analiziranih genov (2). Podatki, pridobljeni s sekvenci-
ranjem RNA, se lahko uporabljajo pri anotaciji – procesu 
določanja lokacije in zaporedja genomskih elementov ter 
določanja njihove biološke funkcije. Medtem ko se za ano-
tacijo uporabljajo tudi genomski podatki, transkriptomski 
podatki omogočajo pridobitev informacij o nekaterih ele-
mentih, ki jih zgolj z uporabo genomskih podatkov ni mo-
goče zaznati (npr. neprevedene regije UTR, nekodirajoče 
RNA in posttranskripcijski dogodki) (3).

Sekvenciranje RNA omogoča tudi odkrivanje različnega 
alternativnega spajanja – razlik v vzorcih spajanja ekso-
nov med različnimi biološkimi pogoji. Alternativno spaja-
nje eksonov je zelo razširjen mehanizem uravnavanja iz-
ražanja genov (4), pri čemer lahko napake v tem sistemu 
povzročajo številne bolezni (5). Nadaljnji napredek v zmo-
gljivostih in dolžinah odčitkov tehnologij NGS je olajšal 
tudi odkrivanje fuzijskih transkriptov, ki jih pogosto naj-
demo v tumorskih celicah in lahko služijo kot biooznače-
valci ali terapevtske tarče (6), poleg tega pa lahko analizi-
ramo tudi prisotnost variant v kodirajočih delih genoma 
(7). V nadaljevanju bomo najprej opisali potek sekven-
ciranja RNA, od izolacije RNA iz biološkega vzorca do 
priprave knjižnic RNA in bioinformatske analize (Slika 
1), nato bomo izpostavili nekaj pomanjkljivosti in omejitev 
sekvenciranja RNA. Na koncu bomo na kliničnem prime-
ru predstavili še opis poteka sekvenciranja RNA pri bol-
niku z B-celično akutno limfoblastno levkemijo (B-ALL). 

Slika 1: Shema poteka sekvenciranja RNA, od izolacije RNA do analize različno izraženih genov. Posamezni koraki, ki so prikazani na 
shemi, so podrobneje razloženi v besedilu. Shema je bila pripravljena z BioRenderjem. 
Figure 1: Image of RNA sequencing, from RNA isolation to the analysis of differentially expressed genes. The individual steps shown in the 
image are explained in more detail in the review. The image was created using BioRender. angle-double-right
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IZOLACIJA RNA
Prvi korak pri sekvenciranju RNA je izolacija RNA iz bi-
ološkega vzorca, ki jo lahko izvedemo iz gojenih celic, pe-
riferne krvi, kostnega mozga, plazme, seruma in drugih 
telesnih tekočin ali tkiv. Izolacija je možna tako iz svežega 
kot tudi zamrznjenega tkiva ali celo iz s formalinom fiksi-
ranih vzorcev, vklopljenih v parafin (8). Za izolacijo RNA 
se najpogosteje uporabljajo pripravljeni reagenčni kompleti, 
ki omogočajo učinkovito in kakovostno izolacijo (9). Pred 
začetkom priprave knjižnice je treba izolirani RNA dolo-
čiti koncentracijo in kakovost (10). Za ocenjevanje kakovo-
sti oz. degradiranosti RNA se uporablja parameter RIN 
(angl. RNA integrity number), katerega vrednosti so od 1 
(popolnoma degradirana RNA) do 10 (intaktna RNA) (11). 

PRIPRAVA KNJIŽNIC RNA
Obogatitev mRNA ali odstranitev rRNA

V celici najdemo več različnih zvrsti RNA, kar od 80 do 
90 % vseh molekul RNA predstavlja ribosomalna RNA 
(rRNA), ki nas v procesu sekvenciranja ne zanima in jo 
je treba v prvem koraku priprave knjižnice odstraniti (12). 
To lahko naredimo s selekcijo poli-A koncev ali z deplecijo 
rRNA. Pri prvem pristopu uporabimo oligo-dT sonde, ki 
se povežejo s poli-A repi na zreli mRNA, in jih osamimo 
s pomočjo magnetnih kroglic. Vendar degradirani vzorci 
in številne nekodirajoče RNA, kot so mikro RNA (miR-
NA), ne vsebujejo poli-A koncev in jih z uporabo tega pri-
stopa izgubimo. Za sekvenciranje celotnega transkriptoma 
je tako primernejši pristop deplecija rRNA, pri kateri upo-
rabimo oligonukleotidne sonde s specifičnim zaporedjem, 
komplementarnim citoplazemskim in mitohondirjskim 
rRNA (13). Nastale oligo-DNA:RNA hibride nato odstra-
nimo s pomočjo magnetnih kroglic (14) ali jih razgradi-
mo z RNazo H (15). 

Fragmentacija RNA in dodajanje 
adapterjev
Odstranitvi rRNA sledi fragmentacija RNA, potrebna za-
radi velikostne omejitve večine tehnologij sekvenciranja. 
Mogoči sta kemijska ali encimska fragmentacija. Kemij-
ska fragmentacija poteka z uporabo alkalnih raztopin ali 

raztopin z dvovalentinimi kationi (npr. Mg²+ ali Zn²+) pri 
povišani temperaturi, običajno pri 70 °C (16). Encimska 
fragmentacija poteka z različnimi encimi, kot je RNaza 
III (17). Fragmentacija ni povsem naključna in je lahko vir 
povečane zastopanosti določenih regij RNA. Fragmentira-
no RNA nato z naključnimi heksameri prepišemo v kom-
plementarno DNA (cDNA). Redkeje se najprej izvede re-
verzna transkripcija RNA v cDNA in nato fragmentacija 
cDNA (18). Ta se običajno izvaja z ultrazvočnimi valovi 
ali z DNazami. Fragmentirani cDNA v nadaljevanju do-
damo adapterje, ki omogočajo klonalno pomnožitev knji-
žnice in njeno sekvenciranje. Adapterje lahko dodamo na 
več različnih načinov, vendar je treba paziti, da pri tem 
ohranimo informacijo o smeri RNA (19). Z uporabo me-
tode dUTP je mogoče ohraniti informacijo o smeri RNA. 
S to metodo se med sintezo cDNA pri pripravi knjižnice 
namesto dTTP uporabljajo dUTP, ki se vgradijo v dru-
go verigo. Pred pomnoževanjem PCR se druga veriga, ki 
vsebuje uracile, razgradi z uracil-N-glikozilazo, tako da se 
pomnoži samo prva veriga (20). Takšna priprava knjižni-
ce omogoča določitev izražanja prekrivajočih genov, to-
rej tistih genov, ki imajo vsaj delno prekrivajoče genomske 
koordinate, a se prepisujejo iz različnih verig (21). Posa-
meznim vzorcem lahko v procesu priprave knjižnice do-
damo tudi indekse oz. molekularne črtne kode, ki omogo-
čajo identifikacijo posameznega vzorca po sekvenciranju. 
Z uporabo indeksov lahko pripravljene knjižnice združi-
mo in s tem povečamo učinkovitost ter zmanjšamo stro-
ške sekvenciranja.

Klonalna amplifikacija knjižnice 

Pripravljene knjižnice, označene z adapterji, je treba pred 
sekvenciranjem pomnožiti s PCR. Razlike v velikosti in 
sestavi cDNA lahko kljub le majhnemu številu ciklov pov-
zročijo neenakomerno pomnoževanje. Za popravljanje pri-
stranskosti PCR se lahko uporabljajo molekularne oznake, 
imenovane edinstveni molekularni identifikatorji (UMI, 
angl. unique molecular identifiers), ki omogočajo odstrani-
tev PCR duplikatov (22). UMI so običajno vgrajeni v adap-
tersko zaporedje in se dodajo cDNA pred pomnoževanjem. 
Razlikujejo se po velikosti (številu baz) in kompleksnosti. 
Lahko so sestavljeni iz določenega ali naključnega zapo-
redja. Molekularno označevanje je še posebej uporabno 
pri manjših količinah vhodne RNA, kjer je potrebno več-
je število ciklov pomnoževanja (23). 
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Sekvenciranje

Sekvenciranje RNA se izvaja na enakih platformah kot 
sekvenciranje celotnega eksoma ali celotnega genoma. Naj-
pogosteje se uporablja tehnologija Illumina, ki omogoča 
sekvenciranje z visoko natančnostjo in zmogljivostjo. Do-
ločimo lahko zaporedje enega ali obeh koncev fragmenta 
DNA. Sekvenciranje s parnimi konci omogoča natančnej-
šo mapiranje odčitkov na referenčni genom (24). 

BIOINFORMATSKA ANALIZA 
Po končanem sekvenciranju sledi bioinformatska analiza. 
Svetlobne ali električne signale, pridobljene med sekvenci-
ranjem, najprej pretvorimo v nukleotidno zaporedje, med 
tem pa s pomočjo uporabljenih indeksov tudi določimo, 
kateri signali pripadajo kateremu vzorcu. Za vsak vzorec 
dobimo datoteko formata FASTQ, ki vsebuje podatke o 
sekvenciranju, surova sekvenčna zaporedja in oceno ka-
kovosti za posamezno zaporedje. Najprej je treba preveriti 
kakovost odčitkov, kar izvedemo z orodjem FastQC. V tem 
koraku odstranimo baze z nizko kakovostjo, ki se običajno 
nahajajo na 3‘-koncu, in adapterska zaporedja. V prime-
ru, da smo uporabljali UMI, je treba tudi te pred porav-
navo odstraniti. Med bioinformatsko analizo je potrebno 
upoštevati priporočila, ki jih predvideva konzorcij za stan-
dardizacijo ENCODE (25). S tem zagotavljamo primerlji-
vost in reproducibilnost podatkov.  

Poravnava zaporedji na referenčni 
genom ali transkriptom
V nadaljevanju je treba za vsak odčitek najti mesto, kjer 
se najbolje ujema z referenčnim zaporedjem, kar imenu-
jemo poravnava oz. mapiranje odčitkov na referenčni ge-
nom ali transkriptom. Pri tem je treba upoštevati, da lah-
ko odčitki vsebujejo polimorfizem posameznega nukleotida 
(SNP, angl. single-nucleotide polymorphism), delecije, in-
sercije ali napake, nastale pri sekvenciranju, in se zato ne 
ujemajo popolnoma z referenčnim zaporedjem. Nekateri 
odčitki se lahko ujemajo z več lokacijami v referenčnem 
zaporedju. Takšne odčitke lahko algoritmi zavržejo (26), 
naključno mapirajo (27) ali mapirajo na podlagi povpreč-
ne pokritosti (28). Z uporabo sekvenciranja s parnimi kon-
ci se oba konca fragmentov nahajata blizu skupaj, kar v 

nekaterih primerih lahko odpravi dvoumnost pri mapira-
nju. Treba je upoštevati, da odčitki izhajajo iz transkripto-
ma in ne iz genoma. Enostaven pristop je uporaba same-
ga genoma kot reference, vendar odčitki, ki segajo preko 
meje eksonov, ne bodo mapirani. Transkripti z manj ekso-
ni so tako bolje pokriti od daljših odčitkov pri enaki ravni 
izražanja (29). Za poravnavo na referenčno zaporedje se 
najpogosteje uporabljajo orodja BWA (30), bowtie (31) in 
STAR (32). Enostavnejši pristop je uporaba “psevdo-po-
ravnave”, pri kateri se odčitki ne poravnajo na referenčni 
genom na običajen način. Namesto tega se odčitki samo 
klasificirajo glede na to, iz katerega gena ali transkripta 
izvirajo. Gre za hitrejšo metodo, ki potrebuje manj raču-
nalniških virov, saj ne vključuje natančne poravnave vsa-
kega odčitka na specifično mesto v genomu. Namesto tega 
se prepoznajo vzorci v odčitkih, ki jih povezujejo z zna-
nimi geni ali transkripti, kar omogoča hitro in učinkovi-
to “poravnavo”. Orodji, ki omogočata “psevdo-poravna-
vo”, sta Salmon (33) in Kallisto (34). Mapirani odčitki so 
shranjeni v standardnem formatu SAM (angl. sequence 
alignment map), ki ga lahko pretvorimo v binarno obliko 

– format BAM (angl. binary alignment map). Transkriptom 
pa je mogoče sestaviti tudi de novo, kar pomeni, da tran-
skriptom sestavimo iz sekvenciranih odčitkov brez upo-
rabe referenčnega genoma. Ta pristop se uporablja pred-
vsem za organizme, pri katerih referenčni genom ni na 
voljo. V postopku sestavljanja transkriptoma de novo se 
kratki odčitki, ki jih dobimo pri sekvenciranju, na podla-
gi prekrivanja med njimi združujejo v daljše sekvence. Te 
daljše sekvence predstavljajo transkripte, ki jih je treba na 
koncu identificirati. 

Kvantifikacija genov oz. transkriptov

Po pridobitvi genomskih lokacij za čim več odčitkov sle-
di kvantifikacija odčitkov na biološko pomembne enote. 
Kvantifikacija je mogoča le na anotirane biološke enote; 
to pomeni, da imajo določene genomske koordinate ime 
in druge funkcionalne informacije. Običajno izvajamo 
kvantifikacijo na gene, mogoča pa je tudi kvantifikacija 
na eksone ali transkripte. V procesu kvantifikacije preš-
tejemo, koliko odčitkov se prilega na določeno biološko 
pomembno enoto. Kot rezultat dobimo tabelo s številom 
odčitkov za vsako posamezno enoto (gen, transkript) pri 
vsakem vzorcu (35), ki jo imenujemo matrika odčitkov in 
je prikazana pri koraku 7 na Sliki 1.
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Normalizacija
Normalizacija omogoča primerjavo izražanja genov med 
vzorci in znotraj vzorca. Pri primerjavi izražanja znotraj 
vzorca uporabljamo FPKM (angl. fragments per kilobase 
per million mapped reads) ali TPM (angl. transcripts per 
million mapped reads), ki omogočata primerjavo izraža-
nja vsakega gena glede na druge gene v vzorcu in upošte-
vata tako velikost knjižnic kot tudi dolžino genov (36). Ka-
dar delamo primerjavo med različnimi vzorci, se tehnične 
napake večinoma izničijo, saj med seboj primerjamo iste 
gene. Ker pa gre za različne knjižnice, je normalizacija še 
zmeraj potrebna. Najpreprostejša in pogosto uporabljena 
normalizacija je prilagoditev glede na celokupno število 
odčitkov v knjižnici (37). 

Analiza različnega izražanja genov oz. 
transkriptov
Cilj analize je prepoznati gene, katerih izraženost se med 
skupinami vzorcev statistično značilno razlikuje. Najpo-
gosteje se za ta namen uporabljata parametrični metodi 

DESeq2 in EdgeR (38). DESeq2 se uporablja predvsem za 
podatke z manjšo variabilnostjo in natančno opredeljenimi 
skupinami (39), EdgeR pa je primeren za manjše, a kom-
pleksnejše podatke z visoko variabilnostjo (40). Kot kriterij 
za določanje različne izraženosti genov uporabimo vred-
nost p in dvojiški logaritem spremembe (l2FC, angl. log2 
fold change) (41), pri čemer vrednost p pove, ali je rezultat 
statistično značilen, l2FC pa pove, kolikokrat višje oziro-
ma nižje je izražanje gena v testni v primerjavi s kontrolno 
skupino. Zaradi večkratnega testiranja je treba vrednost p 
popraviti – običajno uporabimo Benjamini-Hochbergov 
popravek (42). Izbira mejnih vrednosti p in l2FC, s kate-
rimi identificiramo različno izražene gene, je odvisna od 
poskusa (43). Rezultate statistične analize običajno grafič-
no predstavimo na diagramu MA (44) ali z vulkanskim di-
agramom (45). Diagram MA podatke pretvori v lestvico 
M (logaritemsko razmerje) in lestvico A (povprečna vred-
nost); prvotno se je uporabljal za prikazovanje podatkov, 
pridobljenih z mikromrežami. Prikazuje vrednosti l2FC, 
odvisne od povprečnega normaliziranega števila odčitkov. 
Na vulkanskem diagramu pa je prikazana odvisnost vred-
nosti p od l2FC (Slika 2).

Slika 2: Primer grafične predstavitve analize različnega izražanja genov. (A) Diagram MA. Na osi x imamo povprečno število normaliziranih 
odčitkov, na osi y pa l2FC. Z rdečo so označeni geni s povečanim izražanjem, z modro geni z zmanjšanim izražanjem, s sivo so predstavljeni geni, 
ki niso statistično značilni. (B) Vulkanski diagram. Na osi x imamo l2FC, na osi y pa -log10(popravljene vrednosti p). Z rdečo so označeni geni s 
povečanim izražanjem, z modro geni z zmanjšanim izražanjem, s sivo so predstavljeni geni, ki niso statistično značilni. Slika je bila pripravljena z 
BioRenderjem. l2FC, dvojiški logaritem spremembe.
Figure 2: Example of a graphical representation of differentially expressed genes. (A) MA plot. The x-axis represents mean expression values 
of genes, the y-axis represents l2FC. Red represents upregulated genes, blue represents downregulated genes and gray represents genes that are not 
statistically significant. (B) Volcano plot. The x-axis represents l2FC, the y-axis represents -log10(adjusted p-value). Red represents upregulated genes, 
blue represents downregulated genes and gray represents genes that are not statistically significant. The image was created using BioRender. l2FC, 
log2 fold change. angle-double-right
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POMANJKLJIVOSTI IN 
OMEJITVE 
Sekvenciranje RNA prinaša mnogo priložnosti, kot vsa-
ka metoda pa ima tudi svoje omejitve in pomanjkljivosti. 
V primerjavi z DNA je RNA bolj podvržena razgradnji 
zaradi vseprisotnih RNaz, kar zahteva poseben transport 
vzorcev (čim hitrejši in na ledu) in previdnost pri celotnem 
procesu, od izolacije RNA do koraka reverzne transkrip-
cije v postopku priprave knjižnice. V primeru slabše ka-
kovosti izolirane RNA (nižja vrednost RIN) je treba po-
stopek priprave knjižnice prilagoditi z izpustitvijo dodatne 
fragmentacije (46). Zelo pomembna je tudi pravilna izbi-
ra vzorca glede na biološko vprašanje, na katerega želimo 
odgovoriti. Medtem ko je DNA načeloma enaka v vsaki 
celici določenega organizma, pa je izražanje genov tkiv-
no specifično (47), torej je kri manj oz. neprimerna, če že-
limo analizirati transkriptom pri bolezni, ki se na primer 
izraža v mišičnem tkivu. Prav tako je lahko izražanje ge-
nov različno v vsaki posamezni celici, vendar s sekvenci-
ranjem celotne RNA iz tkiva (angl. bulk RNA sequencing) 
izgubimo te podatke in dobimo samo sliko povprečnega 
izražanja. Za naslavljanje tega problema se že uporablja-
jo tehnike sekvenciranja posameznih celic (angl. single-
-cell sequencing) (48). Previdni moramo biti tudi pri ana-
liziranju variant, saj lahko pogosto spregledamo variante 
z nizko frekvenco. Prav tako smo omejeni na variante v 
kodirajočih delih genoma in na variante v tistih genih, ki 
so dejansko izraženi (49).

KLINIČNI PRIMER
Za prikaz uporabe sekvenciranja RNA v diagnostiki 
navajamo primer bolnika z B-ALL, pri katerem s standardnimi 
diagnostičnimi preiskavami (kariotipizacija, fluorescentna in 
situ hibridizacija in multipleksni PCR) nismo našli nobenih 
ponavljajočih se genetskih sprememb. Raziskava je bila 
opravljena v skladu z načeli Helsniško-Tokijske deklaracije; 
preiskovanci so se strinjali z vključitvijo v raziskavo in 
so podpisali izjavo o zavestni in svobodni privolitvi k 
sodelovanju v raziskavi po poučitvi. Pri bolniku je prišlo 
do zgodnjega ekstramedularnega relapsa bolezni z nizko 
infiltracijo v kostnem mozgu (3 % blastnih celic). Takrat 
je bilo naročeno sekvenciranje RNA iz vzorca kostnega 

mozga, odvzetega ob diagnozi, in tistega, odvzetega ob 
ponovitvi bolezni. Iz vzorcev smo izolirali RNA in pripravili 
knjižnico za sekvenciranje celotnega transkriptoma. 
Najprej smo odstranili rRNA, ki predstavlja večino RNA 
v celicah, vendar nas pri analizi ne zanima. Nato smo 
preostalo RNA fragmentirali in prepisali v cDNA. Temu 
je sledila priprava knjižnic, podobna postopku priprave 
knjižnic za sekvenciranje celotnega eksoma in genoma. 
Na oba konca cDNA smo ligirali adapterska zaporedja, 
s pomočjo katerih se fragmenti cDNA lahko vežejo na 
pretočno celico sekvenatorja. Ta zaporedja vsebujejo tudi 
zaporedja za unikatno označevanje vzorcev (“molekularna 
črtna koda”). Po pripravi knjižnice RNA smo izvedli 
sekvenciranje s sekvenatorjem Illumina NovaSeq6000. 
Po končanem sekvenciranju smo z bioinformatsko analizo 
pretvorili svetlobne signale v zaporedje baz in tako 
določili nukleotidno zaporedje vseh fragmentov cDNA, 
s pomočjo “molekularne črtne kode” pa smo določili 
odčitke, ki so pripadali preiskovanima vzorcema. S 
specifičnim bioinformatskim orodjem smo odčitke nalegali 
na referenčni genom, temu pa je sledilo štetje količine 
odčitkov, ki se nalegajo na posamezne gene. Nato smo 
uporabili program MD-ALL, ki deluje na podlagi strojnega 
učenja in lahko iz profila izraženih genov vzorce razvrsti 
v 26 različnih genetskih podtipov B-ALL. Oba vzorca 
preiskovanega bolnika sta bila uvrščena v podtip CDX2/
UBTF, za katerega sta značilna visoko izražanje gena 
CDX2 in prisotnost fuzijskega gena UBTF::ATXN7L3. 
Program MD-ALL omogoča tudi vizualizacijo količine 
izraženega gena v primerjavi z drugimi vzorci v bazi 
podatkov. Pri obeh vzorcih smo videli povišano izražanje 
CDX2 (Slika 3). Potem smo uporabili še bioinformatski 
cevovod nf-core rnafusion (v. 2.3.4) (50), ki s pomočjo petih 
različnih orodij (Arriba, FusionCatcher, STAR-Fusion, 
Squid in Pizzly) določi prisotnost fuzijskih transkriptov, 
vendar analiza ni pokazala prisotnosti UBTF::ATXN7L3. 
Podatke smo nato pregledali še v interaktivnem genomskem 
pregledovalniku IGV (angl. Integrative Genomics 
Viewer). Ob pregledu regije na dolgi ročici kromosoma 
17 smo našli približno 10 kilobaz veliko delecijo, ki vodi 
v nastanek iskanega fuzijskega gena (Slika 4). S tem smo 
pri preiskovanem bolniku potrdili prisotnost genetskega 
podtipa CDX2/UBTF ob diagnozi in relapsu. Ta podtip je 
bil prvič opisan šele leta 2022, gre pa za podtip z visokim 
tveganjem za ponovitev bolezni in odpornost na zdravljenje, 
pri katerem se priporoča intenzivnejše zdravljenje (51). 
Zanj je značilen tudi specifičen aberanten imunofenotip z angle-double-right

46

LABORATORIJSKA MEDICINA



odsotnostjo CD10 in prisotnostjo IgM (52), ki je bil viden 
tudi pri našem bolniku. S standardnimi diagnostičnimi 
preiskavami te fuzije nismo odkrili, najverjetneje zaradi 
omejitve algortimov orodij, ki kličejo fuzije, saj imajo lahko 
ta orodja več problemov z iskanjem intrakromosomskih 
fuzij, prav tako pa lahko imajo določene kriterije za 
filtriranje lažno pozitivnih rezultatov. Na detekcijo lahko 

vplivajo nepopolne anotacije genov, kadar pa imajo geni 
homologne sekvence, se lahko odčitki nalegajo nepravilno 
in zato zgrešimo fuzijo. Primer tega bolnika nazorno 
prikazuje uporabnost sekvenciranja RNA pri bolnikih z 
B-ALL, sploh pri tistih, pri katerih standardne diagnostične 
preiskave ne pokažejo nobenih posebnosti (okoli 25 % vseh 
bolnikov z B-ALL).
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Slika 3: Prikaz izražanja CDX2 pri analiziranem vzorcu, odvzetem ob postavitvi diagnoze (“Test sample”) v primerjavi z drugimi vzorci 
B-ALL v bazi podatkov. Na osi x so navedeni različni genetski podtipi B-ALL, na osi y pa je prikazano izražanje CDX2 za posamezni vzorec. Gen CDX2 
je v testnem vzorcu zelo visoko izražen (rdeča črtkana črta), kar je tudi značilnost genetskega podtipa CDX2/UBTF.
Figure 3: Showing the CDX2 expression of the analysed sample, collected at the time of diagnosis (“Test sample”) compared to other 
B-ALL samples in the database. The x-axis shows the different B-ALL genetic subtypes and the y-axis shows the CDX2 expression for each sample. 
The CDX2 gene is highly expressed in the test sample, which is also a characteristic of the CDX2/UBTF genetic subtype.
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Slika 4: Slika spojitvenega mesta med eksonom 17 gena UBTF in eksonom 2 gena ATXN7L3 na dolgi ročici kromosoma 17 iz interaktivnega 
genomskega pregledovalnika IGV (angl. Integrative Genomics Viewer). Prikazan je izbrani odsek na humanem genomu, kjer se nahaja omenjena 
genetska sprememba. Zgornje sivo področje prikazuje vertikalno pokritost, pod tem je z rdečo označeno, med katerimi eksoni je prišlo do spajanja. Spojitveni 
stik med eksoni prikazuje, da je prišlo do spajanja med genom ATXN7L3, ki se nahaja na eksonu 2, in genom UBTF, ki se nahaja na eksonu 17. Spodaj so odčitki 
cDNA, iz katerih prav tako vidimo, da sta bili mesti, ki sta sicer na referenčnem genomu med seboj oddaljeni 10 kilobaznih parov in ju ločuje več eksonov, 
pri tem bolniku prisotni na skupnem fragmentu RNA oziroma cDNA, ki smo ga sekvencirali (dolg ∼300 baznih parov). Do tega je prišlo zaradi približno 10 
kb delecije, ki vključuje eksone na 3‘-koncu gena UBTF (eksoni 18–21) in večino intergenske regije med UBTF in ATXN7L3, posledično pa pride do nastanka 
fuzijskega gena UBTF::ATXN7L3.
Figure 4: Image of the junction site between exon 17 of the UBTF gene and exon 2 of the ATXN7L3 gene on the long arm of chromosome 
17 from the Integrative Genomics Viewer (IGV). The selected section of the human genome, where this genetic alteration is located, is shown. The upper 
gray area represents the vertical coverage, and below it, the junctions between exons are marked in red. From this section, we can see that splicing occurred 
between exon 2 of the ATXN7L3 gene and exon 17 of the UBTF gene. Below are the cDNA reads, which also show that the sites, which are 10 kilobase pairs apart 
on the reference genome and separated by several exons, are present in this patient on a common RNA or cDNA fragment that we sequenced (approximately 300 
base pairs long). This resulted from an approximately 10 kb deletion that includes exons at the 3‘-end of the UBTF gene (exons 18–21) and most of the intergenic 
region between UBTF and ATXN7L3, leading to the formation of the fusion gene UBTF::ATXN7L3.

ZAKLJUČEK
Sekvenciranje RNA je molekularna tehnika, ki se uporab-
lja tako pri osnovnih kot tudi kliničnih raziskavah. Z njeno 
pomočjo lahko analiziramo izražanje genov, kar omogo-
ča odkrivanje novih bioloških označevalcev, prav tako pa 
ima pomembno vlogo pri izboljšanju razumevanja kom-
pleksnejših boleznih, kar je bilo predstavljeno na opisa-
nem kliničnem primeru. S konstantnim tehnološkim na-
predkom postaja sekvenciranje RNA vse bolj dostopno in 
uporabno. S povezovanjem sekvenciranja posameznih ce-
lic s prostorsko transkriptomiko lahko dobimo vpogled v 
zgradbo tkiv, heterogenost celičnih populacij in vzorce iz-
ražanja genov. Takšen napredek izboljša razumevanje za-
pletenih bioloških sistemov in prispeva k razumevanju po-

teka bolezni. Predvidevamo, da bo uporaba sekvenciranja 
RNA v kliničnih laboratorijih naraščala. Kot je bilo pri-
kazano na kliničnem primeru, se sekvenciranje RNA že 
uporablja v primerih, ko s standardnimi diagnostičnimi 
preiskavami ne odkrijemo nobenih genetskih sprememb. 
Na podlagi določenega molekularnega profila posameznih 
bolnikov lahko pomaga pri diagnostiki in usmerja odločit-
ve o zdravljenju. Ta pristop se lahko uporablja predvsem 
pri raku, nevroloških in nevrodegenerativnih, imunskih 
ter drugih kompleksnih bolezni, kjer uporaba sekvencira-
nja RNA v zadnjih letih močno narašča, sploh v primerih, 
pri katerih je izplen sekvenciranja celotnega humanega 
eksoma in genoma negativen. Z integracijo sekvenciranja 
RNA z drugimi metodami lahko preučujemo interakcije 
med RNA in proteini oz. med RNA in RNA. S tem se iz-
boljša tudi naše razumevanje regulatornih mehanizmov, 
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kar bo v prihodnosti odprlo nove možnosti, predvsem na 
terapevtskem področju. Z napredkom strojnega učenja 
in umetne inteligence se izboljšuje tudi sposobnost inter-
pretacije velike količine kompleksnih podatkov, ki jih do-
bimo s sekvenciranja RNA. To bo v prihodnosti dodatno 
olajšalo odkrivanje novih bioloških označevalcev in tera-
pevtskih možnosti.
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POVZETEK
Testosteron je steroidni hormon, ki se v krvnem obtoku 
nahaja v prosti obliki in vezan na prenašalne proteine. Za 
merjenje koncentracije testosterona obstaja širok nabor me-
tod. Pri izbiri metode za določanje testosterona je ključno 
upoštevati namen merjenja, saj ta vpliva na izbiro oblike 
testosterona, ki jo bomo analizirali, in določa zahtevane 
lastnosti metode. V prispevku bomo predstavili izvedbo 
in omejitve metod za merjenje celokupnega testosterona 
in njegovih biološko aktivnih oblik. Metode smo primer-
jali glede na zahtevnost in čas izvedbe analize ter cenov-
no dostopnost. V medicinskih laboratorijih se večinoma 
meri celokupni testosteron, za prosto ali biološko razpolo-
žljivo obliko testosterona pa prevladujejo izračuni. Trenu-
tno se za merjenje koncentracije celokupnega testosterona 
največ uporabljajo imunokemijske metode, vendar lahko 
v prihodnje pričakujemo, da bodo imele večjo vlogo kro-
matografske metode, sklopljene z masno spektrometrijo. 
Meritev koncentracije biološko aktivnih oblik testostero-
na je pomembna zlasti pri mejno znižanih koncentracijah 
celokupnega testosterona ali spremenjenih koncentraci-
jah prenašalnih proteinov. Metode za določanje biološko 
aktivnih oblik so ravnotežna dializa, ultrafiltracija in se-
lektivna precipitacija, vendar so delovno zahtevne in za-

mudne. Posledično so razvili različne izračune za oceno 
koncentracije prostega in biološko razpoložljivega testos-
terona. Rezultati, pridobljeni z različnimi metodami, med 
seboj niso primerljivi, zato je velika potreba po harmoni-
zaciji in standardizaciji metod.

Ključne besede: celokupni testosteron, biološko razpolo-
žljivi testosteron, prosti testosteron, določanje testosterona

ABSTRACT
Testosterone is a steroid hormone found in the bloodstream 
in both free form and bound to transport proteins. Vari-
ous methods exist for measuring testosterone concentra-
tion, and selecting the appropriate method depends on the 
purpose of the measurement. This choice affects which 
form of testosterone will be analyzed and determines the 
method’s required characteristics. The paper presents the 
description and limitations of methods for measuring to-
tal testosterone and its biologically active forms. Methods 
were compared based on their complexity, analysis time 
and cost-effectiveness. In medical laboratories, total tes-
tosterone is usually measured, while free or bioavailable 
testosterone is often calculated. Immunochemical meth- angle-double-right
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ods are currently the most widely used for total testoster-
one measurement, but chromatographic methods cou-
pled with mass spectrometry are expected to play a larger 
role in the future. Measuring biologically active forms of 
testosterone is particularly important when total testos-
terone levels are borderline low or when concentrations 
of transport proteins are altered. Methods for determin-
ing biologically active forms, such as equilibrium dialysis, 
ultrafiltration, and selective precipitation, are labor-in-
tensive and time-consuming. Consequently, various cal-
culations have been developed to estimate free and bio-
available testosterone. Due to the lack of comparability 
between methods, there is a strong need for harmoniza-
tion and standardization.

Key words: total testosterone, bioavailable testosterone, 
free testosterone, determination of testosterone

UVOD
Testosteron je analit, pri katerem je pomembna izbira ob-
like, ki jo bomo določali, in ne le izbira primerne metode 
za določitev. V prispevku bomo predstavili različne obli-
ke testosterona in metode, s pomočjo katerih lahko izmeri-
mo ali izračunamo koncentracijo določene oblike. Metode 
bomo med seboj primerjali glede na zahtevnost in čas iz-
vedbe preiskave, cenovno dostopnost ter njeno občutljivost 
in specifičnost. Pri določanju koncentracije testosterona je 
namreč ključna izbira metode, ki je med drugim odvisna 
od oblike testosterona, ki jo bomo določali. Testosteron je 
steroidni hormon, ki se izloča pretežno iz Leydigovih ce-
lic v testisih. Njegovo izločanje je kontrolirano z negativno 
povratno zanko preko osi hipotalamus-hipofiza-testisi. Na 
tarčne celice testosteron učinkuje z vezavo na androgenski 
receptor (1). Testosteron spodbuja spermatogenezo, poleg 
tega ima tudi anabolni učinek, in sicer povečuje nastanek 
mišične mase, spodbuja tvorbo kostnine ter povečuje mi-
neralno gostoto kosti. Prav tako spodbuja eritropoezo v ko-
stnem mozgu in močno vpliva na razpoloženje. V času pu-
bertete testosteron pri dečkih povzroči pojav sekundarnih 
spolnih znakov in poraščenosti (2,3). Testosteron je predho-
dnik estradiola, v katerega se pretvarja s pomočjo aroma-
taze (4), zato je pomemben tudi pri ženskah, kjer ima vlogo 
metabolnega, vaskularnega in reproduktivnega hormona.

V krvnem obtoku se testosteron veže pretežno na albumin 
in spolne hormone vezoči globulin (SHBG, angl. sex hor-

mone binding globulin), v manjši meri je vezan tudi na ne-
katere druge vezavne proteine, le 0,5−2 % testosterona pa 
se nahaja v prosti obliki (5,6). Prosto obliko testosterona 
imenujemo tudi prosti testosteron (angl. free testosterone). 
Hipoteza o prostih hormonih pravi, da je biološko aktivna 
zgolj prosta oblika hormonov (7). Posledično je prosti testos-
teron biološko aktiven, kar pomeni, da je sposoben vezave 
na celične receptorje, s čimer sproži učinek v celicah (1,5). 
Na vezavni protein SHBG je testosteron vezan z veliko afi-
niteto, zato vezan testosteron ni na voljo za prevzem v ce-
lice v večini tkiv. Testosteron, vezan na SHBG, je biološko 
neaktiven, torej nima androgenega učinka (1). Na albumin 
je testosteron vezan z manjšo afiniteto, zato se od njega laž-
je odcepi in veže na tarčne celice, torej je biološko aktiven. 
Z izrazom celokupni testosteron opisujemo prosto in veza-
no obliko testosterona v telesu. Izraz biološko razpoložlji-
vi testosteron (angl. bioavailable testosteron) pa se nanaša 
tako na prosto obliko testosterona kot tudi na testosteron, 
ki je vezan na albumin. Biološko razpoložljivi testosteron 
torej predstavlja ves biološko aktiven testosteron v telesu (1).

Koncentracijo testosterona merimo predvsem za oceno 
androgenega statusa tako pri moških kot tudi pri ženskah. 
Koncentracijo testosterona se najpogosteje izmeri pri dia-
gnostiki hipogonadizma pri moških (8–10) ter za spremlja-
nje nadomestne hormonske terapije s testosteronom (11) in 
pri diagnostiki hiperandrogenizma pri ženskah; slednji se 
večinoma pojavi v sklopu sindroma policističnih jajčnikov 
(12,13). Meritev koncentracije testosterona se uporablja tudi 
pri diagnostiki zakasnele ali prezgodnje pubertete pri fan-
tih (14), diagnostiki kongenitalne adrenalne hiperplazije 
(11) in še nekaterih drugih stanjih. V zadnjem času se razi-
skujejo tudi povezave med testosteronom in različnimi me-
tabolnimi motnjami, kot so debelost, metabolni sindrom, 
diabetes (15–17) in kardiovaskularne bolezni (18). Testos-
teron ima pri športnikih ključno vlogo pri oblikovanju fi-
ziološkega odziva na trenažni dražljaj; s svojim anabolnim 
učinkom spodbuja rast mišic, razvoj moči in dvig splošne 
telesne zmogljivosti. Z nivojem testosterona pri športni-
kih torej spremljamo prilagoditev na trenažno obremeni-
tev ter okrevanje po njej (19,20).

Pri določenih kliničnih indikacijah je treba poleg koncen-
tracije celokupnega testosterona izmeriti še koncentracijo 
biološko aktivnih oblik testosterona, saj nam pomagajo pri 
postavitvi pravilne diagnoze. Merjenje le-teh se priporoča 
predvsem pri mejno znižanih koncentracijah celokupne-
ga testosterona, pri moških za diagnostiko hipogonadiz-
ma ter pri različnih stanjih, ki vplivajo na koncentracijo angle-double-right
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SHBG-ja (21). Do spremenjene koncentracije SHBG-ja pri-
de zaradi povišane koncentracije kompetitivnih steroidov 
predvsem estrogena, debelosti, diabetesa, hipo- ali hiper-
tiroidizma, ciroze, hepatitisa in uporabe glukokortikoidov, 
androgenih steroidov ali estrogenov (8). Pri odstopanjih v 
koncentraciji SHBG-ja ni dovolj, če izvedemo zgolj meri-
tev celokupnega testosterona, saj je lahko ta znotraj refe-
renčnega območja, kar ni skladno s klinično sliko preisko-
vanca. Pri določanju biološko aktivnih oblik testosterona 
pa so vidna odstopanja, ki sovpadajo tudi s klinično sliko. 
Posledično se ob sumu na stanja s spremenjeno koncentra-
cijo SHBG-ja priporoča merjenje biološko aktivnih oblik 
testosterona (5,21).

PREDANALITSKE 
ZAHTEVE ZA MERITEV 
KONCENTRACIJE 
TESTOSTERONA
Za analizo testosterona se večinoma uporabljata vzorca 
krvne plazme in seruma. Za testosteron je značilno ni-
hanje znotraj dneva, pri čemer so vrednosti najvišje zjut-
raj, zato se priporoča odvzem krvi v jutranjih urah (22). 
Različne smernice so med seboj usklajene ter priporočajo 
odvzem krvi za meritev testosterona med 7. in 11. uro na 
tešče (21,22). Odvzem krvi na tešče je priporočljiv, saj vnos 
hrane zniža koncentracijo testosterona (23,24). Za zanesljiv 
rezultat je priporočljivo odvzem krvi in meritev ponoviti v 
drugem dnevu, saj testosteron izraža dokaj velike razlike 
pri posamezniku med različnimi dnevi (21,25). Prav tako 
lahko nekatera zdravstvena stanja ali zdravilne učinko-
vine vplivajo na koncentracijo testosterona v krvi (21,26). 
Med spoloma so velike razlike v koncentraciji testosterona, 
saj imajo ženske približno 10-krat nižjo koncentracijo ce-
lokupnega testosterona kot moški. Posledično je potrebno 
široko območje merjenja, kar je problematično predvsem 
pri imunokemijskih metodah (27). Hkrati so pri ženskah 
prisotni tudi drugi podobni steroidi, ki so problematični 
z vidika navzkrižne reaktivnosti (28). Za analizo testoste-
rona se lahko uporabi tudi vzorec sline, katerega glavna 
prednost je neinvaziven odvzem. Prednost sline kot vzor-
ca je tudi dejstvo, da dobimo zgolj prosto frakcijo testos-
terona. Posledično lahko določimo ves testosteron v vzor-
cu in ločba proste frakcije od ostalega vzorca ni potrebna. 
Koncentracija testosterona v slini je nižja kot v krvi, zato 

za analizo potrebujemo metode z nižjo mejo detekcije. Sla-
bost sline kot vzorca je problematičen matriks, ki zahteva 
dodatno obdelavo pred analizo (npr. zamrzovanje in cen-
trifugiranje). Če pri vzorčenju sline pride do kontaminaci-
je s periferno krvjo zaradi ranic v ustih, lahko to povzroči 
lažno povišane rezultate zaradi mnogo višje koncentraci-
je testosterona v krvi. Slina kot vzorec za določitev testos-
terona se večinoma uporablja v raziskovalne namene, saj 
je za diagnostiko pogosto poleg testosterona smiselno iz-
meriti še nekatere druge analite, za kar potrebujemo vzo-
rec krvi (29). Pomanjkljivost sline kot vzorca za meritev te-
stosterona je tudi pomanjkanje standardizacije metode, saj 
certificiran referenčni material za prosti testosteron trenu-
tno še ni na voljo. Poleg tega prosti testosteron v serumu 
tudi ni primerljiv s testosteronom, merjenim v slini (29). 

METODE DOLOČANJA 
KONCENTRACIJE 
CELOKUPNEGA 
TESTOSTERONA
Pri merjenju koncentracije celokupnega testosterona iz-
merimo koncentracijo vsega testosterona, prisotnega v 
vzorcu, torej proste in vezane oblike. Celokupni testoste-
ron lahko merimo z imunokemijskimi metodami ali s po-
močjo kromatografskih metod, sklopljenih z masno spe-
ktrometrijo (30).

Imunokemijske metode
Poznamo različne imunokemijske metode, ki temeljijo na 
protitelesih, ki se vežejo na določen analit, metode pa se 
razlikujejo predvsem glede na način detekcije (30). V pre-
teklosti je za določitev celokupnega testosterona obstaja-
la zgolj radioimunska metoda, danes pa obstajajo metode, 
ki temeljijo na detekciji s pomočjo encimov, imunofluo-
rescence ali kemiluminiscence. Testosteron oz. steroidi na 
splošno so majhne molekule, zato je bil razvoj zanesljivih 
metod določanja težaven (31). Problematična je bila tudi 
navzkrižna reaktivnost s podobnimi steroidnimi moleku-
lami (32). V preteklosti je bilo treba pred analizo izvesti 
še ekstrakcijo in kromatografijo, vendar so kasneje zaradi 
povečanega števila vzorcev za to preiskavo metodo poe-
nostavili. Uvedli so direktne imunokemijske metode, za ka-
tere sta bili značilni slabša natančnost in specifičnost (31). angle-double-right
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Boljše karakteristike metode so želeli doseči z uporabo 
kompetitivnih testov. Prednosti uporabe imunokemijskih 
metod za določanje celokupnega testosterona so predvsem 
široka dostopnost, nizki stroški in visoka zmogljivost zara-
di avtomatiziranosti metod (30). Medtem ko pri moških 
imunokemijske metode zadovoljivo rešujejo problematiko 
merjenja celokupnega testosterona, so bile izražene skrbi 
glede njegove natančnosti pri ženskah in hipogonadalnih 
moških, predvsem zaradi manjše natančnosti rezultatov 
pri nizkih koncentracijah testosterona (33). Leta 2018 so v 
članku (34) primerjali različne imunokemijske metode ter 
ugotovili, da lahko nekatere od teh metod izmerijo tudi 
nižje koncentracije testosterona dovolj natančno, vendar 
pričakovano z manjšo natančnostjo kot metode masne 
spektrometrije. Različne metode med seboj ne dajejo pri-
merljivih rezultatov, zato za zdaj še ne obstaja enotno re-
ferenčno območje. Priporočata se potrditev referenčnega 
območja, ki ga navaja proizvajalec, ali pa postavitev lastne-
ga referenčnega območja (35). Poleg tega obstaja program, 
ki si prizadeva standardizirati metode za določanje kon-
centracije celokupnega testosterona, s čimer želi doseči 
večjo primerljivost med različnimi imunokemijskimi me-
todami ter zagotoviti čim bolj natančne rezultate (36,37).

Kromatografska metoda, sklopljena z 
masno spektrometrijo
V medicinskih laboratorijih za merjenje koncentracije celo-
kupnega testosterona prevladujejo imunokemijske metode. 
Zaradi slabše natančnosti in ponovljivosti imunokemijskih 
metod, predvsem pri nizkih koncentracijah celokupnega 
testosterona, so se pojavile metode masne spektrometrije 
(38). Masna spektrometrija se uporablja za kvantifikacijo 
analita, ločbo analita od matriksa pa dosežemo s predhod-

no opravljeno kromatografijo. Pri kromatografiji ločimo 
iskan analit od matriksa vzorca s pomočjo interakcij med 
analitom in stacionarno fazo. Pri kromatografiji čez sistem 
teče tekoča faza, ki je lahko plin ali tekočina oz. zmes te-
kočin, odvisno od tipa kromatografije. Od moči interakcij 
med analitom, trdo in tekočo fazo je odvisen čas potova-
nja analita do masnega spektrometra, imenovan retencijski 
čas, ki je pri stabilnih pogojih kromatografije specifičen za 
določen analit. Posledično lahko na podlagi retencijskega 
časa ločimo različne snovi med seboj. Masni spektrometer 
pri teh metodah služi kot detektor, ki na podlagi molekul-
ske mase in strukture snovi prepozna ter kvantificira ana-
lit. Če imamo zaporedno vezana dva masna spektrometra, 
govorimo o tandemski masni spektrometriji, katere glavna 
prednost je večja specifičnost (28,39). V masnem spektro-
metru najprej poteče ionizacija, kar je prikazano na Sli-
ka 1: Shematski prikaz kromatografske metode, skloplje-
ne z masno spektrometrijo. S pomočjo kromatografije se 
loči iskan analit od matriksa. Analit nato potuje v masni 
spektrometer, kjer najprej poteče ionizacija vzorca, s ka-
tero pridobimo nabite molekulske ione. Molekulski ioni se 
nato na podlagi razmerja med maso in nabojem (m/z) lo-
čijo s pomočjo električnega ali magnetnega polja. Detek-
tor zazna različne molekulske ione, kar računalnik pri-
kaže v obliki masnega spektra. Slika je bila pripravljena 
s spletnim orodjem BioRender.com.liki 1. S pomočjo io-
nizacije nastanejo molekulski ioni, ki zaradi električnega 
ali magnetnega polja potujejo v vakuumu z določeno hit-
rostjo in smerjo do detektorja. Hitrost in smer sta pogo-
jeni z razmerjem med maso in nabojem (m/z), na podla-
gi česar masni detektor ločuje molekulske ione med seboj. 
Rezultat masne spektrometrije je masni spekter, ki je zna-
čilen za določeno snov, zato služi za identifikacijo analita, 
hkrati pa lahko analit tudi kvantificiramo (39,40).

Slika 1: Shematski prikaz kromatografske metode, sklopljene z masno spektrometrijo. S pomočjo kromatografije se loči iskan analit od 
matriksa. Analit nato potuje v masni spektrometer, kjer najprej poteče ionizacija vzorca, s katero pridobimo nabite molekulske ione. Molekulski ioni 
se nato na podlagi razmerja med maso in nabojem (m/z) ločijo s pomočjo električnega ali magnetnega polja. Detektor zazna različne molekulske 
ione, kar računalnik prikaže v obliki masnega spektra. Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem BioRender.com.
Figure 1: Schematic representation of a chromatographic method coupled with mass spectrometry. Using chromatography, the target 
analyte is separated from the matrix. The analyte then enters the mass spectrometer, where ionization of the sample occurs, producing charged 
molecular ions. These molecular ions are separated based on their mass-to-charge ratio (m/z) using an electric or magnetic field. The detector 
detects different molecular ions, which are displayed by the computer in the form of a mass spectrum. Created with BioRender.com. angle-double-right
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Prve tovrstne metode so za določitev celokupnega testos-
terona uporabljale plinsko kromatografijo, sklopljeno z 
masno spektrometrijo (GC-MS), vendar je bila predpripra-
va vzorca zahtevna. Predpriprava vzorca je zagotovila več-
jo termo stabilnost testosterona, vendar izkoristek postopka 
ni bil vedno enak. Posledično so razvili različico GC-MS, 
ki temelji na izotopsko označenih internih standardih, 
pri katerih se med pripravo vzorca pojavi enak izkoristek 
kot pri analitu. Kalibracijska krivulja temelji na razmerju 
med odzivi analita in internega standarda, kar pripomore 
k bolj natančni kvantifikaciji. Kasneje so za kromatograf-
sko ločbo uporabili tekočinsko kromatografijo, ki je bila 
sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/
MS), pri kateri je prav tako potrebna predpriprava vzor-
ca. Za LC-MS/MS sta značilni nizka meja detekcije po-
sameznega analita in dobra specifičnost (28,39). Metoda 
omogoča tudi analizo več različnih analitov hkrati, ven-
dar ni mogoče vzporedno analizirati več vzorcev, kot je to 
mogoče pri imunokemijskih metodah, zato se čas izvedbe 
preiskave podaljša in je posledično metoda manj primer-
na za uporabo v rutinskih laboratorijih (25). Ena izmed 
prednosti hkratne analize več analitov v enem vzorcu je 
nizka cena na preiskavo, vendar je začetna investicija vi-
soka, zaradi česar se metoda ne uporablja v rutinskih la-
boratorijih; kljub temu je njena uporaba v porastu. Izziv 
masne spektrometrije je predvsem potreba po visoko izo-
braženem in izkušenem osebju zaradi kompleksnosti ana-
lizatorja in zahtevnega procesa analize (28,39).

METODE DOLOČANJA 
BIOLOŠKO AKTIVNIH OBLIK 
TESTOSTERONA
Ob mejno znižani koncentraciji celokupnega testosterona 
ali stanjih s spremenjeno koncentracijo SHBG-ja je poleg 
celokupnega testosterona potrebno določiti tudi koncen-
tracijo biološko aktivne oblike, kamor spadata prosti in bi-
ološko razpoložljivi testosteron. Vendar je merjenje le-teh 
delovno zahtevno in zamudno, predvsem zaradi nizkih 
koncentracij in vezave na vezavne proteine, zato so razvi-
li različne izračune, s pomočjo katerih ocenimo koncen-
tracijo biološko aktivnih oblik testosterona, ki pri določe-
nih kličnih stanjih zadovoljivo rešujejo to problematiko (21).

Ravnotežna dializa in ultrafiltracija
Ravnotežna dializa je metoda, pri kateri z uporabo polpre-
pustne membrane ločimo prosto in vezano frakcijo analita 
v vzorcu. Prosto frakcijo analita lahko nato kvantificiramo 
z imunokemijskimi metodami (npr. radioimunska metoda) 
ali z masno spektrometrijo (npr. LC-MS/MS) (6,11). Trenu-
tno za referenčno metodo določanja prostega testosterona 
velja ravnotežna dializa v kombinaciji z LC-MS/MS, ven-
dar se za zdaj zaradi visoke cene ne uporablja v rutinskih 
laboratorijih, se pa počasi vpeljuje v specializirane labora-
torije (41). Ravnotežna dializa je zamudna in delovno zah-
tevna. Že manjše spremembe v delovnem postopku, kot so 
na primer redčenje vzorca, razlike v temperaturi, pH pufra 
ali tipu uporabljene membrane, lahko vplivajo na rezultat 
(6,11). Zelo pomembna je čistost radioaktivnega označeval-
ca, kadar je ravnotežna dializa sklopljena z radioimunsko 
metodo, saj lahko nečistoče v njem povzročijo veliko odsto-
panje v rezultatu, ker se ne vežejo na SHBG. Prednosti rav-
notežne dialize sklopljene z LC-MS/MS so predvsem njena 
dobra občutljivost, specifičnost in pravilnost rezultatov na 
celotnem merilnem območju, slabost pa je predvsem v te-
žavni izvedbi ravnotežne dialize (42). Posledično je metoda 
primerna tako za ženske, ki imajo nižje koncentracije celo-
kupnega testosterona, kot tudi za merjenje prostega testos-
terona ter za odkrivanje hipogonadizma pri moških. Zara-
di zahtevnosti ravnotežne dialize je ujemanje med rezultati 
različnih laboratorijev slabo (33). 

Z namenom razvoja delovno manj zamudne metode od 
ravnotežne dialize so razvili ultrafiltracijo, ki je prav tako 
sklopljena z imunokemijsko metodo ali masno spektrome-
trijo. Delovno je manj zahtevna, saj prosta oblika analita 
iz vzorca prehaja skozi polprepustno membrano s pomoč-
jo centrifugalne sile. Kljub nekoliko hitrejši izvedbi je me-
toda zahtevna in zamudna (11).

Selektivna precipitacija
Biološko razpoložljivi testosteron predstavlja prosti in na al-
bumin vezani testosteron, torej ves biološko aktiven testos-
teron v telesu. Posledično bolje odraža androgeni status kot 
meritev celokupnega testosterona (43). Biološko razpoložlji-
vi testosteron izmerimo s pomočjo selektivne precipitacije 
SHBG-ja v vzorcu z amonijevim sulfatom (44). Najprej vzor-
cu dodamo znano količino testosterona, označenega z ra-
dioaktivnim izotopom. Po dodatku označenega testostero-
na se ta v določeni meri veže na vezavne proteine iz vzorca, 
torej na SHBG in albumin. Nato pa s pomočjo 50 % amo- angle-double-right
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nijevega sulfata oborimo ves testosteron, vezan na SHBG – 
tako testosteron iz vzorca kot tudi dodan testosteron ozna-
čen z radioaktivnim izotopom. Vzorec centrifugiramo ter 
odlijemo supernatant, v katerem se nahajata prosti testoste-
ron in testosteron, vezan na albumin. V supernatantu dolo-
čimo radioaktivnost, ki je sorazmerna količini označenega 
testosterona, ki se ni vezal na SHBG. Za izračun koncentra-
cije biološko razpoložljivega testosterona v vzorcu pomnoži-
mo delež radioaktivno označenega testosterona, določenega 
v supernatantu, s koncentracijo celokupnega testosterona v 
vzorcu (3,44). Lahko pa izvedemo precipitacijo z amonije-
vim sulfatom in nato v supernatantu z direktno imunokemij-
sko metodo določimo koncentracijo biološko razpoložljivega 
testosterona. Meritev biološko razpoložljivega testosterona 
v supernatantu s pomočjo LC-MS/MS metode ni mogoča 
zaradi visoke koncentracije soli amonijevega sulfata. Rezul-
tati so primerljivi meritvam z ravnotežno dializo, vendar je 
tudi ta metoda delovno zahtevna (11,42). 

Direktna imunokemijska metoda
Zahtevnost in zamudnost ravnotežne dialize sta privedli do 
razvoja različnih testov, ki temeljijo na direktni imunokemij-
ski metodi. Vendar imunokemijske metode niso primerne za 
kvantifikacijo prostih oblik steroidov direktno v vzorcu zaradi 
zelo nizkih koncentracij le-teh ter pomanjkljive specifičnosti, 

ki ne omogoča merjenja zgolj proste frakcije (5). Posledično 
direktna imunokemijska metoda temelji na kompetitivnem 
principu. Pri direktni imunokemijski metodi se uporablja 
označen analog testosterona, ki ima sposobnost reagirati z 
eksogenimi protitelesi proti testosteronu, nima pa sposobnos-
ti vezave na prenašalne proteine za testosteron (38). Ozna-
čen analog testosterona torej ne vpliva na ravnotežje pro-
stega in vezanega testosterona. Vendar tekmuje za vezavna 
mesta na protitelesih, vezanih na dno mikrotitrske ploščice, 
s testosteronom prisotnem v vzorcu. V primeru encimsko-i-
munske metode, prikazane na Sliki 2, dodamo substrat, ka-
terega encim, vezan na analog testosterona, pretvori v barv-
ni produkt. Večja kot je koncentracija prostega testosterona v 
vzorcu, manj označenega analoga testosterona se lahko veže 
na vezavna protitelesa in manjši je končni odziv. Ravno na-
sprotno, ob nizki koncentraciji prostega testosterona v seru-
mu dobimo visok odziv. Težko pa je narediti analog testoste-
rona, ki se ne veže na prenašalne proteine in posledično ne 
vpliva na vzpostavljeno ravnotežje prostega in vezanega te-
stosterona v vzorcu. Prednosti metode so predvsem v hitrih 
rezultatih, enostavnem postopku in potrebi po majhnem vo-
lumnu vzorca, vendar je metoda nezanesljiva, neobčutljiva 
in ni primerljiva med laboratoriji, zato v smernicah različnih 
združenj odsvetujejo njeno uporabo (21,26,33,38).

Slika 2: Direktna imunokemijska metoda. Na dno mikrotitrske ploščice so vezana protitelesa proti testosteronu, na katera se lahko vežeta označen 
analog testosterona ali testosteron iz vzorca. Število vezavnih mest na protitelesih je omejeno, zato pride do tekmovanja med označenim analogom 
testosterona in testosteronom iz vzorca. Nevezane snovi se odstranijo s spiranjem. Analog testosterona ima vezan encim, ki ob dodatku substrata 
omogoči nastanek obarvanega produkta, kar tudi zaznamo. Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem BioRender.com.
Figure 2: Direct immunoassay. Antibodies against testosterone are bound to the bottom of the microtiter plate, to which a labelled testosterone 
analog or testosterone from the sample can bind. The number of binding sites on the antibodies is limited, leading to competition between the labelled 
testosterone analog and the testosterone from the sample. Unbound substances are removed by washing. The testosterone analog is linked to an 
enzyme, which, upon the addition of a substrate, enables the formation of a coloured product that can be detected. Created with BioRender.com.
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Izračuni biološko razpoložljivih oblik 
testosterona
Zahtevnost merjenja prostega in biološko razpoložljivega 
testosterona je privedla do enostavnejših in cenejših rešitev. 
Tako se je razvila vrsta različnih izračunov, s pomočjo ka-
terih lahko ocenimo koncentracijo prostega testosterona. 
Izračuni temeljijo na koncentraciji celokupnega testostero-
na in SHBG-ja, nekateri pa upoštevajo tudi koncentracijo 
albumina. Poznamo izračune, ki temeljijo na linearnih ali 
alosteričnih modelih, in tiste, ki temeljijo na empiričnih pri-
stopih (6). Izračuni temeljijo na predpostavki, da se testos-
teron v telesu normalno veže na proteine. Prav tako bodo 
vsi izračuni napačno ocenili koncentracijo prostega testos-
terona v primeru povišane koncentracije kompetitivnih ste-
roidov, večjih odstopanj v koncentraciji vezavnih proteinov 
ter pri redkih genetskih polimorfizmih, kjer pride do spre-
menjene afinitete vezave SHBG-ja za testosteron (5,6,45).

Linearni model za izračun prostega testosterona temelji na 
zakonu o masi, ki predpostavlja, da lahko seštejemo prosto 
in vezano frakcijo analita ter tako dobimo celokupno ko-
ličino analita. S pomočjo te predpostavke lahko z upora-
bo primerne enačbe, konstant afinitete vezave testosterona 
na prenašalne proteine ter znane koncentracije prenašal-
nih proteinov izračunamo prosto ali biološko razpoložlji-
vo obliko testosterona (5). Poznamo več različnih enačb za 
izračun, razlikujejo pa se predvsem v uporabljenih afinite-
tnih konstantah, ki so sicer pridobljene s pomočjo ekspe-
rimentov, vendar za zdaj še niso poenotene (45). Ugotovi-
li pa so, da vezava testosterona na prenašalne proteine ni 
linearna, kar razvrednoti izračun po linearnem modelu 
(6). Dejstvo je, da se le-ti, predvsem izračun po Vermeule-
nu (5), najbolj ujemajo z ravnotežno dializo, kljub napač-
ni predpostavki o afiniteti vezave testosterona na SHBG.

Vermeulenova enačba temelji na predpostavki, da je kon-
centracija celokupnega testosterona enaka vsoti prostega te-
stosterona (označen [S]), testosterona vezanega na albumin 
in na SHBG. Afinitetna konstanta za vezavo na albumin 
(KA) znaša 3,6×104 L/mol, za SHBG (KSHBG) pa znaša 109 
L/mol. V enačbi so izražene množine SHBG-ja, albumina 
(ALB) in testosterona, ki jih preračunamo iz koncentraci-
je in znane molekulske mase analita. Koncentracijo albu-
mina se vnese v g/L, za testosteron in SHBG pa se uporabi 
enota nmol/L. Vermuelenova enačba je enačba 2. reda, ki 
je prikazana spodaj (enačba 1).

(1)

Za enačbo 2. reda je značilna oblika ax2 + bx + c = 0. Re-

šitev enačbe 2. reda je zapisana v spodnji enačbi 2, koefici-
ente pa dobimo iz osnovne oblike enačbe. Rešitev enačbe 
predstavlja množino prostega testosterona, ki jo s pomoč-
jo molekulske mase pretvorimo v koncentracijo (nmol/L). 
Enačba ima dve rešitvi, vendar je samo ena izmed njiju 
mogoča, saj ne moremo imeti negativne koncentracije pro-
stega testosterona.

	 � (2)

Iz prostega testosterona lahko izračunamo tudi biološko 
razpoložljivi testosteron tako, da seštejemo prosti testos-
teron in testosteron, vezan na albumin (5).

Slabost izračuna po Vermeulenovi enačbi so za 20−30 % 
previsoki rezultati glede na meritve prostega testostero-
na z referenčno metodo, vendar je odstopanje konstantno 
in je posledično problematično zgolj pri primerjavi raz-
ličnih metod (45,46). Vermeulenova enačba ni enako za-
nesljiva na celotnem območju koncentracije albumina in 
SHBG-ja, saj na mejnih področjih referenčnega območja 
predpostavke, na katerih temelji, ne držijo več v celoti (6). 
Vermeulenovo enačbo priporočajo smernice Evropske aka-
demije za andrologijo iz leta 2020, saj je izračunan prosti 
testosteron dovolj dober približek rezultatom, dobljenim 
z referenčno metodo. Izpostavljeno je tudi, da je najbolj 
primeren način za merjenje prostega testosterona ravno 
ravnotežna dializa, sklopljena z LC/MS-MS, vendar se 
zavedajo njene nedostopnosti v rutinskih laboratorijih (21).

Koncentracijo prostega testosterona je mogoče določiti 
tudi s pomočjo enačb, ki temeljijo na empiričnem mode-
lu. Empirični model dobimo s pomočjo regresije s povra-
tnim zankanjem, za kar je treba analizirati veliko števi-
lo vzorcev. Modeli dobro opisujejo populacijo, na kateri 
so bili postavljeni, vendar jih je težko prenesti v drug la-
boratorij, saj so specifični za določeno populacijo in me-
todo merjenja (6,11).
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Linearni modeli predvidevajo, da vsak dimer SHBG-ja 
veže dve molekuli testosterona s podobno afiniteto brez 
alosterije. Novejše študije sklepajo, da se SHBG v krvi 
nahaja kot homodimer, na posamezno mesto na dimeru 
SHBG-ja pa se testosteron veže s kompleksno alosterično 
interakcijo. Posledično se afiniteta med obema vezavnima 
mestoma značilno razlikuje (47). Alosterični model je bolj 
skladen z ravnotežno dializo in posledično bolj pravilen 
za izračun prostega testosterona, vendar za zdaj njegova 
uporaba še ni tako razširjena (6,47).

Za izračun približne koncentracije prostega testosterona 
so razvili indeks prostih androgenov (FAI, angl. free an-
drogen index), imenovan tudi indeks prostega testostero-
na (FTI, angl. free testosterone index), ki se ga izračuna s 
pomočjo spodnje enačbe 3, iz koncentracije SHBG-ja in 
celokupnega testosterona (48). 

� (3)

FAI je primeren za oceno koncentracije prostega testos-
terona pri ženskah, zato ni treba izmeriti koncentracije 
prostega testosterona z delovno bolj zahtevnimi metoda-
mi. Predvsem se FAI pri ženskah uporablja pri diagnosti-
ki stanj, kjer pride do povišane koncentracije androgenov 
(49,50). Njegova uporaba je pri moških odsvetovana, saj 
FAI pri moških preceni koncentracijo prostega testostero-
na zaradi nizke koncentracije SHBG-ja (48).

ZAKLJUČEK
Merimo lahko celokupni, prosti ali biološko razpoložljivi 
testosteron. Biološko aktivne oblike testosterona pa je mo-
goče tudi izračunati. Za osnoven vpogled v androgeni sta-
tus posameznika je načeloma dovolj meritev celokupnega 
testosterona. Za nadaljnjo diagnostiko pa je treba določiti 
koncentracijo biološko aktivnih oblik testosterona; izbira 
posamezne metode je odvisna od namena merjenja. V me-
dicinskih laboratorijih trenutno za merjenje koncentracije 
celokupnega testosterona prevladujejo imunokemijske me-
tode zaradi možnosti vzporedne analize vzorcev in nizke 
cene. V prihodnje jih bodo, če bodo postale cenovno ugo-
dnejše in delovno manj zahtevne, v določeni meri nado-
mestile metode masne spektrometrije, vendar bodo verje-
tno uporabljane predvsem v specializiranih laboratorijih. 
Merjenje koncentracije biološko aktivnih oblik testostero-

na je večinoma analitsko zahtevnejše, z izjemo direktne 
imunske metode, ki pa ni dovolj občutljiva in primerlji-
va med laboratoriji. Koncentracijo biološko aktivnih ob-
lik lahko tudi ocenimo s pomočjo različnih izračunov, ki 
trenutno zadovoljivo rešujejo problematiko za večino kli-
ničnih potreb, predvsem pri ženskah. Ker različne meto-
de za merjenje koncentracije celokupnega testosterona ne 
dajejo primerljivih rezultatov, so zelo pomembna prizade-
vanja za večjo primerljivost s pomočjo harmonizacije in 
standardizacije metod.
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ABSTRACT
Cancer represents a significant global health challenge, 
with nearly 20 million new cases and over 9 million deaths 
annually. Early diagnosis is a key factor in improving sur-
vival rates, yet current diagnostic methods lack sensitivi-
ty, specificity, and accessibility. Glycosylation patterns of 
biomarkers offer a promising target for early detection of 
cancer and the development of personalized treatment 
strategies. The europium-doped nanoparticle-based gly-
covariant assay represents a novel approach that leverag-
es time-resolved fluorescence for enhanced sensitivity and 
glycan moiety recognition for enhanced specificity. This 
review explores glycosylation changes in cancer, empha-
sizing their potential as diagnostic tools, with a particular 
focus on the europiumdoped nanoparticle-based glycovar-
iant assay. The assay has demonstrated potential for iden-
tifying specific cancer-associated glycovariants in ovari-
an, prostate, breast, colorectal, and bladder cancers. The 
assay has the capacity to distinguish cancer-specific gly-
covariants from nonmalignant sources. However, further 
optimization and bigger sample cohorts are necessary to 
enhance the diagnostic utility of the assay.

Key words: glycosylation, cancer, biomarker, time-re-
solved fluorescence, lectins

POVZETEK
Rak je s skoraj 20 milijoni novih primerov in 9 milijoni smrti 
letno znatni izziv globalnemu zdravju. Za izboljšanje stopnje 
preživetja je ključna zgodnja diagnoza, vendar so trenutne 
diagnostične metode, kar se tiče občutljivosti, specifičnosti 
in dostopnosti, pomanjkljive. Spremembe v glikozilaciji bi-
omarkerjev nudijo obetavno možnost za zgodnje odkritje 
in izdelavo personaliziranih strategij zdravljenja. Analiza 
glikovariant s pomočjo z evropijem polnjenih nanodelcev 
je nov pristop, ki uporablja fluorescenco s časovnim zami-
kom za povečano občutljivost in prepoznavanje sladkorne 
komponente molekul za večjo specifičnost. Članek se osre-
dotoča na spremembe glikozilacij pri raku s poudarkom na 
njihovem diagnostičnem potencialu in metodah, v ospred-
ju je s pomočjo z evropijem polnjenih nanodelcev. Ta me-
toda kaže visok potencial za identifikacijo določenih gliko-
variant, ki jih povezujemo z rakom jajčnikov, prostate, dojk, 
črevesja in mehurja. Zmožnost razlikovanja za raka speci-
fičnih glikovariant in glikovariant nemalignega izvora od-
pira vrata za izboljšano obravnavo onkoloških pacientov. 
Za večjo uporabnost metode pa so še vedno potrebne opti-
mizacije in analiza z večjim številom vzorcev.

Ključne besede: glikozilacija, rak, biomarker, fluorescenca 
s časovnim zamikom, lektini
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INTRODUCTION
With nearly 20 million new cases and over 9 million de-
aths reported annually, cancer remains a pressing glo-
bal problem (1). The prognosis for most cancers could be 
markedly enhanced through the implementation of early 
disease intervention, which hinges on the ability to dia-
gnose the disease at an early stage. However, current dia-
gnostic and monitoring strategies often fall short in terms 
of sensitivity, specificity, and accessibility. While traditio-
nal methods, such as imaging techniques and tissue bio-
psies, have proven invaluable, there are limitations to their 
effectiveness. They are invasive, costly, and susceptible to 
sampling errors. Moreover, existing biomarkers, thou-
gh informative in certain contexts, may lack the necessa-
ry specificity or sensitivity for early detection or accurate 
monitoring of disease progression (2–4).

A biomarker can be defined as “a characteristic that is 
objectively measured and evaluated as an indicator of nor-
mal biological processes, pathogenic processes, or phar-
macologic responses to a therapeutic intervention” (5). A 
cancer biomarker is considered clinically useful if it is sig-
nificantly elevated compared to levels in age-matched he-
althy and benign controls and/or reflective of the disease 
progression/regression, and is present in easily obtained 
bodily fluids, such as serum, plasma, and urine (6, 7). The 
characteristics of an ideal biomarker are largely dependent 
on its intended use. For screening purposes, the biomarker 
should be highly specific, reference values should be well 
known, it should be cost-effective, and there should be im-
plications for therapeutic or lifestyle interventions. Con-
versely, a diagnostic biomarker should be highly sensitive, 
costeffective, have therapeutic implications, and elucida-
te the molecular pathogenesis of the disease. Finally, an 
ideal biomarker for prognosis and treatment monitoring 
should be highly specific, with low intra-individual vari-
ability, it should respond to therapy, be predictive of tre-
atment effectiveness, and add to already known prognostic 
indicators or models (8). The majority of cancer biomar-
kers currently used in clinical practice lack the necessa-
ry performance characteristics to be of diagnostic value. 
Consequently, the diagnostic use of biomarkers depends 
largely on emerging clinical symptoms, family history, or 
genetic susceptibility. The development of cancerspecific 
biomarkers that are easily accessible and sensitive is requi-
red to improve screening, early diagnosis, monitoring, and 
prediction of disease progression and treatment (6, 7, 9).

In recent years, there has been a growing interest in uti-
lizing cancer-specific glycosylation patterns as diagnostic 
and prognostic biomarkers. These distinct glycan signa-
tures have the potential to facilitate early detection, ena-
ble the development of personalized treatment strategies, 
and facilitate the assessment of disease progression (10). 
This article provides an overview of glycosylation changes 
in cancer, emphasizing their potential as diagnostic tools, 
with a particular focus on the europium-doped nanopar-
ticle-based glycovariant (EuNP-based GV) assays for the 
detection of glycosylated cancer biomarkers.

GLYCOSYLATION 
Glycans are saccharide chains, which can either be free or 
in the form of glycoconjugates. As glycoconjugates, they 
are attached to lipids or proteins. This attachment of su-
gars to proteins or lipids occurs during a posttranslational 
process known as glycosylation, which occurs in the en-
doplasmic reticulum and Golgi apparatus (11). The pro-
cess is done in several steps, which depend on substrate 
and enzyme availability (11, 12). Glycosylation begins with 
the determination of proteins to be glycosylated and the 
transfer of the monosaccharide to an amino acid. This is 
a part of the initiation step, which occurs in the endoplas-
mic reticulum. The exceptions to this are two Oglycosyla-
tions, N-acetylgalactosamine-type and Xylitol-type, which 
are initiated in the Golgi apparatus, and O-linked-N-a-
cetylglucosaminylation, which occurs in the cytosol and 
nucleus. The initiation step is followed by glycotransfera-
ses further adding monosaccharides to growing oligosa-
ccharide chains, resulting in core extension, elongation, 
and branching, as well as the final capping of glycans (12). 

Most of the membrane and secreted proteins are glycosyla-
ted. Their variety and abundance directly reflect their im-
portance and many functions. Their roles can be divided 
into three general categories: structural and modulatory 
properties, specific recognition by other molecules, and 
the molecular mimicry of host glycans. The first category 
consists of structural and modulatory properties, which in-
clude protective, stabilizing, organizational, and barrier 
functions. For example, glycocalyx acts as a physical bar-
rier, shielding cellular contents from proteolytic recogni-
tion, antibody binding, and microbial attachment. Glyco-
sylation also modulates protein interactions and protects angle-double-right
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important molecules by binding them to glycosaminogly-
can chains within the extracellular matrix, preventing 
the diffusion of factors away from the site and prolonging 
their active lives. The second category is specific recogni-
tion, which involves intrinsic interactions between glycans 
and glycan-binding proteins on cell surfaces. These inte-
ractions are crucial for cell-cell and cell-matrix interacti-
ons. An example is selectins, which recognize glycans on 
ligands to mediate the binding of blood and vascular cel-
ls in various situations. Finally, the third category, mole-
cular mimicry of host glycans, refers to glycans that are 
specifically bound by various viruses, bacteria, and para-
sites, and glycans, targeted by toxins. These glycans play 
numerous roles. For example, some organisms can mask 
or modify glycans typically recognized by microorgani-
sms or toxins, thus preventing their binding or damage (13).

Glycosylation changes in cancer
In the context of tumor progression, several glycan aber-
rations have been identified as pivotal pathophysiological 
events. These include the loss or overproduction of some 
glycans, the increased production of truncated glycans, 
and the synthesis of novel glycans (14–16). Such alterati-
ons stem from two main mechanisms: incomplete synthe-
sis and neo-synthesis. Incomplete synthesis often occurs 
in early cancer stages, where normal synthesis of complex 

glycans is impaired, resulting in the biosynthesis of trun-
cated structures. On the other hand, neo-synthesis is more 
prevalent in advanced cancers, where cancer cells acqui-
re genes involved in glycan biosynthesis, leading to abnor-
mal glycosylation patterns (10). These changes in the glyco-
sylation pathway may occur in the expression of specific 
glycotransferases, glycosidases, molecular chaperones, or 
lysosomal hydrolases. Another possibility is the mislocali-
zation of the glycosyltransferases or a change in their na-
ture. Glycosylation changes may also occur due to altered 
availability of protein substrates or nucleotide sugars and 
3-phosphoadenosine-5-phosphosulfate, activity of nucle-
otide sugar and monosaccharide transporters, glycopro-
tein turnover kinetics, and pH of endoplasmic reticulum 
and Golgi apparatus (17).

Glycosylation aberrations that frequently occur in cancer 
include an increase in sialyl-Lewis structures, abnormal 
core fucosylation, increased sialylation, elevated N-glycan 
branching or exposure of the mucin-type O-glycan, and 
formation of Thomsen-Friedenreich (T) and Thomsenno-
uveau (Tn) antigens. These changes play a role in many 
oncogenic processes, such as evasion of cell division chec-
kpoints, evasion of death signals and immune surveillan-
ce, and migration to metastatic sites (10, 16, 18). Cancer-

-associated glycans are shown in Figure 1. angle-double-right
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Figure 1: Cancer-associated glycans. The figure shows glycans commonly found in cancers. N-acetylglucosamine (GlcNAc), Mannose (Man), 
Galactose (Gal), N-Acetylneuraminic Acid (Neu5Ac), Asparagine (Asn), Serine (Ser), Threonine (Thr). Created with BioRender.com.
Slika 1: Z rakom povezani glikani. Na sliki so prikazani glikani, pogosto prisotni pri rakavih obolenjih. N-acetilglukozamin (GlcNAc), manoza 
(Man), galaktoza (Gal), N-acetilneuraminska kislina (Neu5Ac), asparagin (Asn), serin (Ser), treonin (Thr). Slika je bila pripravljena s spletnim 
orodjem BioRender.com. angle-double-right
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Glycosylation of extracellular vesicles

Extracellular vesicles (EVs), membranous particles with a 
size range of 40 to 1000 nm, enclosed by a phospholipid 
bilayer, are secreted by various cells and represent a po-
tential analyte for diagnosis and treatment monitoring of 
cancer (19, 20). EVs carry clinically relevant information, 
as they reflect the cell condition from which they origina-
te. Furthermore, their production is increased in proporti-
on to tumor size and growth rate (7). Moreover, since they 
can be found in bodily fluids like urine, plasma, and saliva, 
they can be obtained non-invasively (19). Similarly to free 
cancer-specific glycoproteins, EVs also present a unique 
set of glycan epitopes on their membrane (7).

Cancer-derived EVs have been found to display a tumor-
-associated glycocalyx, which could serve as crucial mar-
kers for the detection and isolation of EVs, and notably, for 
malignant and nonmalignant distinction. These changes 
have been observed in the early stages of the disease, in-
dicating a potential use for early diagnosis (7, 21). Some of 
the reported glycocalyx aberrations include high-manno-
se and complex type N-glycans, polylactosamine, and si-
alylated glycans, specifically α2,6linked sialic acids (21).

CANCER-SPECIFIC 
GLYCOSYLATION 
BIOMARKERS
Glycosylation changes in cancer have long been considered 
a hallmark of cancer and most of the currently recognized 
and used cancer biomarkers are glycoproteins. However, 
they are normally monitored for their total protein level. 
Currently, only two glycosylated biomarkers, alpha fetop-
rotein-L3 and cancer antigen 19-9 (CA19-9), are defined 
by their glycan moiety in clinical practice. The discove-
ry and recognition of cancer-specific GVs could improve 
the specificity of these cancer biomarkers (2, 10, 16, 22–
24). The most commonly employed glycoproteins used as 
cancer biomarkers are listed in Table 1, along with repor-
ted glycan alterations and the potential utility of glycan-
-specific detection. Some promising glycan targets, whi-
ch are not yet in clinical use, are also listed.

Table 1. Glycoproteins as cancer biomarkers. Some of the most used glycoprotein cancer biomarkers and some potential new cancer biomarkers, 
glycosylation alterations reported in cancer, and the potential of glycovariant detection.
Tabela 1. Glikoproteini kot onkološki biomarkerji. Najpogostejši glikoproteini, ki se uporabljajo kot onkološki biomarkerji v praksi, in nekateri 
potencialni novi biomarkerji, za raka specifične spremembe v glikolizaciji in potencialna uporaba glikovariant.

Biomarker Cancer type Clinical use Glycosylation alterations found in 
cancer

Potential 
utility of GV 
detection

Ref.

AFP-L3 Hepatic Diagnosis,
prognosis Core-fucosylation Already in 

clinical use (27)

CA19-9 Pancreatic Diagnosis, 
prognosis Sialyl-Lewis A structure Already in 

clinical use (27)

CA15-3 Breast

Monitoring 
of disease 
progression 
and response 
to therapy

Core 1-based O-glycosylation in place 
of the normal core 2based O-gly-
cosylation, Tn and T-sialylation, and 
3Osulphated or 3-sialylated core 1 and 
extended core 1

Increased 
specificity and 
sensitivity

(68)

CA125 Ovarian

Diagnosis, 
monitoring 
treatment re-
sponse, detect-
ing recurrence 

Increased core-fucosylated bian-
tennary mono-sialylated glycans, 
high-mannose type, and complex 
type N-glycan. Decreased bisecting 
biantennary and nonfucosylated gly-
cans. Core 1 and 2 type glycans with 
branched core 1 antennae

Increased 
sensitivity and 
specificity

(56, 57)
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Biomarker Cancer type Clinical use Glycosylation alterations found in 
cancer

Potential 
utility of GV 
detection

Ref.

CEA Colorectal
Monitoring 
treatment re-
sponse, detect-
ing recurrence 

Branched N-glycans, higher density of 
O-glycans, incomplete glycan synthesis, 
increased sialylation and fucosylation

Screening (69)

PSA Prostate

Diagnosis, 
monitoring 
treatment re-
sponse, detect-
ing recurrence

Changes in core fucosylation and 
sialylation, highly branched N-glycans, 
low molecular weight PSA without 
N-glycans, and Lewis X antigen

Improved spec-
ificity (66, 71)

Hp
Hepatic Prognosis Increased bi-fucosylation Diagnosis (27, 72)
Ovarian Prognosis Increased fucosylation Diagnosis

Fetuin-A
Hepatic

Increased fucosylation Diagnosis, 
prognosis

(27)

Cholangio

Total serum/ 
plasma 
profiles

Hepatic Increased multi-antennary glycans with 
fucose residues Diagnosis

Gastric

Decreased core-fucosylated glycans; 
increased hybrid and multi-branched 
structures and decreased monoanten-
nary, galactose, bisecting type, and 
core fucose structures

Diagnosis, 
monitoring 
progression

Pancreatic Increased core-fucose residues Diagnosis

Breast
Increased sialylation, branching, and 
outer-arm fucosylation and decreased 
high-mannosylated and biantennary 
core-fucosylated glycans

Diagnosis

IgG

Hepatic Decreased galactosylation; increased 
core-fucosylation

Diagnosis, 
prognosis

Colorectal

Decreased galactosylation; decreased 
galactosylation and sialylation; 
increased core-fucosylation of neutral 
glycans and decreased corefucosyla-
tion of sialylated glycans

Diagnosis

Gastric Decreased galactosylation Diagnosis

Lung Decreased galactosylation Diagnosis

Ovarian Decreased galactosylation Diagnosis

A1AT
Lung Increased galactosylation, fucosylation, 

and poly-LacNAc structures Diagnosis

Hepatic Increased fucosylation Diagnosis

Glycovariant (GV); References (Ref.); Alpha-fetoprotein (AFP-L3); Cancer antigen 15-3 (CA153); Cancer antigen 19-9 (CA19-9); 
Cancer antigen 125 (CA125); Carcinoembryonic Antigen (CEA); Prostate-Specific Antigen (PSA); Haptoglobin (Hp); Immunog-
lobulin G (IgG); α1Antitrypsin (A1AT); α1-Acid glycoprotein (AGP); Ceruloplasmin (CP)
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Europium-doped nanoparticles-based 
glycovariant assay
Several advanced techniques are used to analyze glycop-
roteins to target glycan alterations in cancer, each with 
distinct advantages and limitations. Detailed glycoprote-
in characterization methods, such as high-performance 
liquid chromatography, mass spectrometry, and nuclear 
magnetic resonance spectroscopy, provide high sensitivi-
ty and specificity for detailed structural and quantitati-
ve analysis but require complex preparation, skilled per-
sonnel, expensive equipment, and a lot of time. Thus these 
methods, while useful for novel biomarker discovery, are 
not suitable for routine clinical use (25–27). To this end, 
a range of lectin-based assays has been developed, inclu-
ding microarrays, enzyme-linked lectin assays, lectin im-
munosorbent assays, and affinity chromatography. Their 
key advantage is the ability to differentiate between vario-

us glycan structures without the removal of the sugar com-
ponent from glycoproteins or the addition of fluorescent 
labels. Although these methods show promise for the de-
tection of cancer glycoproteins because of their simplicity 
and suitability for high-throughput screening, they exhibit 
several disadvantages, such as the need to deglycosylate 
antibodies used for capture or detection, and lower sensi-
tivity and specificity due to the binding of lectins to gly-
cans expressed by unrelated proteins (25, 27).

The EuNP-based GV assay is a sandwich-like immunoassay. 
In this assay, immobilized capture antibodies recognize 
and bind the protein moiety of the analyte, while lectins 
or glycan-specific antibodies coated on EuNPs recognize 
and bind the cancer-specific glycan moiety. The amount of 
glycoprotein is then measured as time-resolved fluorescen-
ce (28). This principle is shown in Figure 2.

Figure 2: Europium-doped nanoparticle-based glycovariant assay. In this assay, immobilized capture antibodies recognize and bind the 
protein moiety of the analyte, while lectins or glycanspecific antibodies coated on nanoparticles recognize and bind the cancer-specific glycan 
moiety. The amount of glycoprotein is then measured as time-resolved fluorescence. Created with BioRender.com.
Slika 2: Analiza glikovariant s pomočjo z evropijem polnjenih nanodelcev. Pri tej metodi imobilizirana protitelesa prepoznajo in vežejo 
beljakovinski del analita, medtem ko lektini ali za glikane specifična protitelesa, vezana na zunanjosti nanodelcev, prepoznajo in vežejo za raka 
specifični glikanski del. Količina glikoproteina se nato izmeri kot fluorescenca s časovnim zamikom. : Slika je bila pripravljena s spletnim orodjem 
BioRender.com.
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The use of different capture and tracer (captured glycop-
roteintracer) combinations in EuNP-based GV assays has 
shown promise for the specific detection of cancer-associ-
ated glycovariants across multiple cancer types, including 
prostate, breast, colorectal, and bladder (28–38). Further-
more, this method has shown potential for the detecti-
on of glycosylation changes on the surface of EVs. It has 
been proposed that cancer-specific EVs could be effecti-
vely characterized using capture antibodies and EuNP-
-linked lectins and antibodies targeting specific proteins 
or glycan structures known to be present on the EV sur-
face, such as tetraspanins (e.g., CD9, CD63, CD81) and 
integrins (20,39–42). 

COMPONENTS OF THE 
EUROPIUMDOPED 
NANOPARTICLESBASED 
GLYCOVARIANT ASSAY
The performance of the EuNP-based glycovariant assay 
hinges on several essential equipment components and 
materials. Firstly, the assay requires the use of fluorescent 
NPs, specifically (Eu³+)-chelate-doped NPs, which exhibit 
time-resolved fluorescence. Consequently, a time-resolved 
fluorescence microplate reader is required to measure the 
signal produced. Secondly, lectins or glycan-specific anti-
bodies must be coated on the aforementioned NPs so that 
they can bind to the glycan moiety of the target glycopro-
tein. Thirdly, biotinylated capture antibodies must be im-
mobilized on a streptavidin-coated low-fluorescence mi-
crotitration plate in order to bind the protein moiety of 
the target glycoprotein. Additionally, some basic materi-
als, such as wash and assay buffers, are required to ma-
intain proper conditions during the assay. Lastly, con-
ventional laboratory equipment, such as plate shakers for 
incubation and centrifuges for sample preparation, is ne-
eded (28–30, 32, 35, 43).

Lectins
Lectins are proteins of nonimmune origin that specifical-
ly recognize and reversibly bind glycans without chan-
ging their structure (15, 44). They can form bonds with 

monosaccharides, oligosaccharides, and sugar residues in 
complex molecules. The carbohydrate-lectin interaction 
depends on many factors, such as lectin valence, the stru-
cture of binding sites, and their spatial arrangement (44).

As an analytical tool, the most important aspect of lectins 
is their specificity. This characteristic is determined by car-
bohydrate residues in glycans (44, 45). Each lectin exhi-
bits a specific affinity for a particular carbohydrate struc-
ture (45). Carbohydrate residues may be located either at 
the terminus of a carbohydrate chain or within the chain 
itself. Some lectins can recognize and bind terminal resi-
dues, while others can bind those within a chain. Lectins 
are often specific to the definite anomeric form of carbo-
hydrate molecules (α- or β-anomer) and they differentiate 
between sequences of carbohydrate residues (44).

Another crucial aspect of lectins’ analytical utility is their 
affinity for the analyte. Unlike antibodies, which exhibit 
high affinity with dissociation constants in the range of 
10−8 to 10−12 M, lectins typically have lower affinity, with 
dissociation constants ranging between 10−4 and 10−7 M. 
However, when lectins interact with polysaccharides thro-
ugh polyvalent interactions, their affinities can be com-
parable to those observed in immune reactions (38, 44).

Glycan-binding antibodies
Antibodies possess diverse structures, enabling them to 
bind specifically and with high affinity to a wide range 
of targets. However, their effectiveness in detecting car-
bohydrates is limited compared to proteins due to vario-
us factors, such as the less T-cell dependent nature of an-
ti-glycan immune responses and the preference for larger, 
non-carbohydrate portions of biomolecules. Despite these 
challenges, efforts have been made to develop anti-glycan 
antibodies against various targets including cancer epito-
pes, such as the monoclonal anti-Sialyl-Tn (anti-STn) an-
tibody. However, the process of generating these antibo-
dies is often tedious due to the lack of accessibility of pure 
glycans. The antibodies themselves can also suffer from 
issues such as specificity and affinity (46).

Europium-doped nanoparticles
Polystyrene NPs, employed as labels in the EuNP-based 
GV assay, have a diameter of 107 nm and contain approxi-
mately 30 000 chelated Eu+3 ions per particle. Due to the angle-double-right
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high concentration of Eu+3 chelates in each NP, the signal 
is amplified by a factor of 30 000 compared to a single Eu+3 
chelate. The coupling of several antibodies or lectins on 
the surface of a single NP enables the creation of a high 
density of binding sites on the surface of NPs, thereby in-
creasing their avidity. The combination of high avidity 
and signal amplification significantly enhances the sensi-
tivity of the assay (6, 47).

Time-resolved fluorescence

Fluorescence is a phenomenon whereby a fluorophore, a 
molecule with the capacity to fluoresce, absorbs electro-
magnetic radiation, typically from ultraviolet or visible li-
ght, and subsequently emits a photon of lower energy, whi-
ch implies a smaller frequency and a longer wavelength. 
The distinction between the absorbed and emitted energy 
is referred to as the Stokes shift (48). Fluorometric mea-
surement presents certain challenges, including autofluo-
rescence and nonspecific fluorescence, which can result in 
decreased sensitivity (49). 

Lanthanides, such as Eu, and their chelates, exhibit dis-
tinctive fluorescent properties, including long fluorescen-
ce decay times (up to over 2 ms when in a complex), sharp 
emission peaks, and large Stokes shifts (50, 51). These pro-
perties render them an optimal label for detection with ti-
meresolved fluorescence. The application of time-resolved 
fluorescence measurement has been shown to reduce the 
background interference of biological matrix fluorescence 
and to improve the sensitivity of such assays (51).

Samples
The sensitivity of the EuNP-based GV assay allows for its 
performance on small sample volumes (a few microliters), 
which is an advantage over traditional enzyme-linked im-
munosorbent assays (52). The types of samples required 
for these assays are typically bodily fluids in which cancer 
markers are present. Commonly used samples include se-
rum, plasma, and more specialized fluids such as ovarian 
cyst fluid, placental homogenate, and ascites fluid (28, 32, 
34, 36, 52, 53). The choice of sample depends on the spe-
cific cancer being investigated (52). 

Ovarian cancer

Ovarian cancer is one of the most prevalent gynecological 
cancers, with over 300 000 reported new cases worldwi-
de according to Globocan 2022 statistics (1). The primary 
challenge associated with this cancer is a high mortality 
rate, which is largely attributable to late-stage diagnosis in 
the majority of cases. Currently, diagnosis is based on se-
rum cancer antigen 125 (CA125) concentration in sympto-
matic women. If values are elevated, an ultrasound of the 
abdomen and pelvis is used to confirm the diagnosis (54).

CA125 is a membrane-bound mucin – a highly O-glyco-
sylated glycoprotein. O-glycans account for over 50% of its 
mass. The high amounts of glycosylation are due to tandem 
repeats with high amounts of serines and threonines crea-
ting many glycosylation sites, which leads to many subspeci-
es. As a serum biomarker, it is typically employed for the dia-
gnosis and monitoring of epithelial ovarian cancer. However, 
elevated concentrations have been observed in several other 
conditions, including endometriosis, liver disease, ovarian 
cysts, pregnancy, ovulatory cycles, heart failure, and some 
other malignant conditions (55). The biomarker’s extensive 
glycosylation suggests the potential for increased specificity if 
cancer-specific glycovariants can be distinguished. Elevated 
concentrations of core-fucosylated biantennary monosialyla-
ted glycans in serum samples of cancer patients have been 
reported. In contrast, levels of mostly bisecting biantennary 
and non-fucosylated glycans have been found to be decrea-
sed. Furthermore, a prevalence of high-mannose type and 
complex type Nglycan structures has been observed. In ad-
dition, O-glycans in ovarian cancer cell lines, such as OV-
CAR3, are predominantly composed of core 1 and 2 type 
glycans with branched core 1 antennae (56, 57).

Europium-doped nanoparticles-based 
glycovariant assay in ovarian cancer
The EuNP-based GV assay was used to identify lectins that 
can discriminate between CA125 from epithelial ovarian 
cancer and non-cancer sources. It was found that macrop-
hage galactosetype lectin (MGL)-coated EuNPs specifical-
ly bind to the CA125 isoform produced by cancer cells. In 
addition, the detection of CA125 from non-malignant so-
urces was reduced compared to the conventional immu-
noassay (58). Similar observations were made with anti-
-STn monoclonal antibodies coated on Eu+3-doped NPs, 
which efficiently recognized the epithelial ovarian cance- angle-double-right
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rassociated CA125 isoform produced by OVCAR-3. The 
assay also detected this CA125 GV in serum with a sensi-
tivity of 73.3%, while 95% of endometriosis cases remained 
undetected (59). The performance of the CA125STn assay 
is particularly impressive at high specificity (90% or gre-
ater), with improvements of 10.6% and 8.9% over conven-
tional CA125 immunoassay with and without borderline 
cases. An even more dramatic improvement was seen in 
postmenopausal cases, with 17.2% higher detection at 90% 
specificity compared to the conventional immunoassay (60). 

Both MGL and anti-STn coated NPs were also evalua-
ted as a potential tool in the differential diagnosis of pel-
vic masses in a larger sample cohort; 549 patients with 
epithelial ovarian cancer, benign ovarian tumors, and en-
dometriosis. Both GV assays demonstrated superior area 
under the ROC curve (AUC) and lower false positive ra-
tes compared to the conventional CA125 immunoassay. 
The sensitivity of the CA125STn assay was significantly 
better than the conventional immunoassay, with 85% vs. 
74% sensitivity at 90% specificity (61). Both GVs were also 
studied to determine their potential for monitoring tre-
atment and follow-up in high-grade serous ovarian can-
cer. The study showed promising results for the CA125STn 
assay in differentiating between low and high tumor bur-
den. Patients with complete cytoreduction were found to 
have significantly lower STn glycoprotein levels at diagno-
sis than those with suboptimal cytoreduction. In contrast, 
patients with suboptimal cytoreduction could not be di-
fferentiated using the conventional CA125 immunoassay. 
The nadir value of CA125STn was predictive of the pati-
ents’ progression-free survival. The CA125STn test impro-
ved the detection of disease recurrence, showing a higher 
biomarker increase in 80.0% of patients and an earlier in-
crease in 37.0% of patients (62). 

While CA125STn appears to be the most promising com-
bination to date, other EuNP-based GV assays have also 
shown some potential in discriminating epithelial ovari-
an cancer, such as CA153STn, CA15-3Tn, integrin α3STn, 
and CD63STn (39, 60).

PROSTATE CANCER
With about 1.5 million newly reported cases in 2022, pros-
tate cancer ranks as the most common cancer in males worl-

dwide (1). The most commonly used biomarker and one 
of the oldest biomarkers assisting in prostate cancer dia-
gnosis is the serum prostate-specific antigen (PSA). PSA is 
a kallikrein glycoprotein with a single N-oligosaccharide 
chain attached to Asn-54 produced by prostate epithelial 
cells (63, 64). An elevation in serum PSA levels is typical-
ly indicative of disruption to the prostate basement mem-
brane, which is normally caused by cancer cells. Howe-
ver, it can also be caused by benign prostatic hyperplasia 
(BPH), prostatitis, or manipulation of the prostate. A lack 
of specificity frequently results in the overdiagnosis of pa-
tients and the administration of unnecessary treatments 
(63, 65). A significant proportion of PSA’s mass is consti-
tuted by heavy O-glycosylation. Studies have reported alte-
rations in glycosylation patterns, including increased core 
fucosylation and sialylation, in prostate cancer. Detecti-
on of these aberrant glycovariants could improve discri-
mination between malignant and benign conditions (66).

Europium-doped nanoparticles-based 
glycovariant assay in prostate cancer
The EuNP-based GV assay was employed to specifically 
identify fucosylated PSA. The glycan moiety was bound 
by Aleuria aurantia lectin as a proof-of-concept study on 
a small cohort of 36 tissue samples (11 benign and 25 can-
cerous) and 42 urine samples (16 cancerous, 15 BPH, and 
11 young males). The findings revealed a markedly eleva-
ted PSA fucosylation level in malignant tissue in compa-
rison to benign tissue. In urine samples, the EuNP-based 
GV assay demonstrated superior discrimination betwe-
en the three groups compared to total PSA and free PSA 
concentrations in urine. However, the promising results 
observed in urine samples did not translate into serum 
and plasma samples due to the high variability of the LN-
CaP cell line PSA standard recovery and high backgrou-
nd signal. EVs may also represent a promising target for 
the GV assay. Higher integrin ɑ3 levels were observed in 
more aggressive prostate cancer-derived cell lines, where-
as less aggressive cell lines exhibited higher epithelial cell 
adhesion molecule levels (40). A further investigation into 
the potential of lectins for cancer biomarker detection has 
been conducted, with five lectins identified as having the 
greatest promise for detection in serum and plasma. The-
se include mannose-binding lectin, Trichosanthes japoni-
ca agglutinin II, Wheat Germ Agglutinin (WGA), Wiste-
ria floribunda lectin and MGL (6). angle-double-right
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BREAST CANCER
Breast cancer is the most common cancer in women, with 
over 2 million reported new cases in 2022 (1). Cancer an-
tigen 15-3 (CA15-3) is normally expressed in secretory 
epithelial cells at the apical plasma membrane. Elevated 
CA15-3 is observed in the majority of breast cancer pati-
ents. Elevation of the mucin also occurs in different types 
of advanced adenocarcinoma, such as pancreatic, gastric, 
and lung adenocarcinoma (67). Alterations in the glyco-
sylation pattern of CA15-3 have been observed in breast 
cancer, including the presence of core 1-based Oglycosyla-
tion in place of the normal core 2-based O-glycosylation, 
Tn and T-sialylation, and 3Osulfated or 3-sialylated core 
1 and extended core 1 (68).

Europium-doped nanoparticles-based 
glycovariant assay in breast cancer
CA15-3 was glycoprofiled with 28 lectins to identify tho-
se that recognize the carbohydrate structural changes as-
sociated with breast cancer. The most promising tracers 
were MGL and WGAdoped NPs, with clinical sensitivi-
ties of 67.9% and 81.1%, respectively, and specificities of 
90%. In comparison, the conventional CA15-3 assay de-
monstrated a sensitivity of 66.0% at 90% specificity (68). In 
a subsequent study, the CA15-3WGA assay was again iden-
tified as a promising assay for breast cancer detection, in 
conjunction with the CA125WGA assay and the CD63 im-
munoassay. Significant differences were observed between 
the case and control groups for the CA125WGA, CA15-3W-

GA, and CD63 immunoassay measurements. Furthermo-
re, significant improvements were reported in the AUCs 
of the new GV assays, particularly in combination with 
CD63 immunoassay, as compared to the conventional im-
munoassay (41).

COLORECTAL CANCER
Colorectal cancer is the third most common cancer worl-
dwide, with over a million reported new cases in 2022 (1). 
Screening programs that identify precancerous polyps or 
diagnose colorectal cancer using colonoscopy tend to be 
successful for the 80% of colorectal cancers that develop 
from these polyps (69). Biomarkers can prove particularly 

useful in monitoring colorectal cancer treatment. Cur-
rently, the most widely used biomarker for this purpose is 
carcinoembryonic antigen (CEA). However, high concen-
trations of CEA also appear in benign conditions such as 
hepatitis, pancreatitis, inflammatory bowel disease, and 
Crohn’s disease. Other biomarkers can assist with diagnosis, 
postoperative follow-up, and treatment monitoring. The-
se include CA19-9, CA125, cancer antigen 72-4 (CA72-4), 
and tumor-associated glycoprotein 72 (TAG 72) (40, 50). 
Several glycosylation processes occur during malignant 
transformation in colorectal cancer, including increased 
branching of N-glycans, higher density of O-glycans, in-
complete glycan synthesis, glycan neo-synthesis, increased 
sialylation, and increased fucosylation (69). 

Europium-doped nanoparticles-based 
glycovariant assay in colorectal cancer

A small cohort of 22 colorectal cancer patients was evalua-
ted, comprising 11 early-stage (I–II) and 11 late-stage (III–
IV) cases. CA125WGA, CA19-9Ma696, and CA19-9Con-A assays 
demonstrated high sensitivity and specificity in detecting 
late-stage samples, whereas the CD151CD63 assay exhibited 
limited performance in recognizing early-stage colorectal 
cancer. CA125WGA identified 11 out of 22 colorectal can-
cers, CA19-9Ma695 recognized 9 out of 22 colorectal can-
cers, CA19-9Con-A detected 11 out of 22 colorectal cancers, 
and CD151CD63 assay detected 8 out of 11 early-stage colo-
rectal samples. A combination of all three assays may be 
useful for the post-treatment follow-up, for the detection 
of early relapse, and for the screening of colorectal can-
cer. However, a larger sample cohort is necessary for the 
evaluation of the assays (42).

BLADDER CANCER
Bladder cancer is the second most common urological 
cancer, with over 6 hundred thousand new cases reported 
in 2022 (1). The current diagnostic approach for bladder 
cancer is based on cystoscopy and urine cytology. While 
cystoscopy is an invasive and expensive procedure, cytology 
lacks sensitivity to low-grade tumors, necessitating the de-
velopment of a targeted, less invasive, more sensitive, and 
highly specific approach for bladder cancer diagnosis (70).
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Europium-doped nanoparticles-based 
glycovariant assay in bladder cancer

One potential avenue for improving the diagnosis process 
is the utilization of Ulex europaeus agglutinin-I (UEA-I)-
-coated NPs in a GV integrin α3UEA-I assay. The assay was 
conducted on a limited cohort of urine samples, comprising 
13 patients with bladder cancer and 9 patients with BPH. 
The assay demonstrated encouraging outcomes, with a sta-
tistically significant differentiation between cancer and be-
nign samples. However, further research is necessary (20).

CONCLUSION
In conclusion, cancer remains a major global health pro-
blem and early diagnosis is crucial for improving survival 
rates. Current diagnostic methods have limitations, and 
there is a need for easily accessible and sensitive cancer 
biomarkers. Glycosylation patterns have shown promise 
as diagnostic and prognostic biomarkers, and the EuNP-
-based GV assay has demonstrated potential in detecting 
glycosylated cancer biomarkers. However, further resear-
ch and development are needed to validate these biomar-
kers and improve their sensitivity and specificity. 
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POVZETEK 
Registri artroplastike so dobro orodje za prepoznavanje us-
pešnosti vsadkov. Velik problem predstavlja okužba vsad-
ka. V Ortopedski bolnišnici Valdoltra (OBV) smo Regi-
ster artroplastike Valdoltra (RAV), ki deluje že od leta 
2002, povezali z Registrom kostnih okužb OBV, in sicer 
za 10-letno obdobje od 2013 do 2022. Ugotavljali smo, ali 
je RAV dovolj zanesljiv pri detekciji, ter tudi, katere bakte-
rije in v kolikšnem številu se pojavljajo pri zgodnjih okuž-
bah znotraj treh mesecev po predhodni operaciji oz. pri 
poznih okužbah. 

Med revizijskimi operacijami je bilo povprečno 27 % zgo-
dnjih okužb in 73 % poznih. Prevladujoči bakteriji v vseh 
primerih sta bili Staphylococcus aureus in Staphylococ-
cus epidermidis.

Kombinacija RAV z Registrom kostnih okužb je omogo-
čila vpogled še v ostale primere okužb, ki v RAV niso bili 
zabeleženi, ter tudi možnost analize, kateri so najpogostej-

ši mikrobi, ki so prisotni pri zgodnji ali pozni okužbi en-
doproteze. Potrebne so bolj natančne statistične analize, 
da bi lahko ocenili uporabnost povezave obeh registrov. 

Ključne besede: register artroplastike, vzroki revizij, ko-
stne okužbe

ABSTRACT
Arthroplasty registries are a good tool for identifying the 
success of implants. Infection of the implant is a major prob-
lem, leading to premature revision of the implant. At the 
Valdoltra Orthopedic Hospital (OBV), we connected the 
Valdoltra Arthroplasty Register (RAV), which has been in 
operation since 2002, to the OBV Register of Bone Infec-
tions for a 10-year period from 2013 to 2022. We wanted 
to find out whether the RAV is sufficiently reliable in de-
tecting infections, and which bacteria and in what num-
bers appear in early infections within 3 months after the 
previous surgery or in late infections. angle-double-right
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During revision surgeries, the average number of early and 
late infections was 27% and 73%, respectively. The predom-
inant bacteria in all cases were Staphylococcus aureus and 
Staphylococcus epidermidis.

The combination of the RAV with the Register of Bone In-
fections provided insight into other cases of infection that 
were not recorded in the RAV, as well as the possibility of 
analyzing which are the most common microbes present 
in early or late endoprosthesis infections. More precise sta-
tistical analyses are needed to be able to assess the useful-
ness of the link between the two registries.

Key words: arthroplasty registry, causes of revisions, bone 
infections

UVOD 
Registri artroplastike so odlično orodje za prepoznavanje 
manj uspešnih vsadkov. Revizija primarnega vsadka na-
mreč pomeni ‚smrt‘ vsadka, t.j. endoproteze kolka ali ko-
lena. Prepoznavanje vzrokov, zakaj pride do neuspeha en-
doproteze, je ključno za razvoj in ovrednotenje posameznih 
vsadkov. Register artroplastike Valdoltra (RAV) deluje od 
leta 2002 in ima že preko 40.000 vnosov o primarnih in 
revizijskih operacijah kolkov in kolen ter je zato tudi pos-
tal osnova za leta 2019 ustanovljen Register endoproteti-
ke Slovenije (RES).

METODE 
RAV je zbirka iz seznama drugih informatiziranih zbirk 
podatkov, ki jih OBV vodi na podlagi področne zakono-
daje v skladu z ZVOP-2 in GDPR. Od leta 2013 pa na 
oddelku za kostne okužbe vodijo Register kostnih okužb. 
Za namen tega predavanja sem povezala oba registra, da 
bi ugotovila skladnost in pridobila podatke o mikrobiolo-
škem vzorcu pri revizijah zaradi okužbe.

RAZPRAVA 
Več kot 20-letne izkušnje kažejo, da je uspešnost kolčnih 
endoprotez v OBV po desetih letih več kot 95 %, po 20 le-
tih pa več kot 89 %, kar nas uvršča med boljše izvajalce de-
javnosti artroplastike kolkov in kolen v primerjavi z Evro-
po (1–4). Glavni vzroki revizij pri kolčnih endoprotezah so 
omajanje v 52 %, globoki infekt v 13 %, sledijo periprote-
tični zlom v 9 % in dislokacija v 5 %. Pri kolenskih endop-
rotezah je glavni vzrok revizije globoki infekt v 26 %, sledi 
omajanje v 21 % ter težave zaradi nestabilnosti in neurav-
nanosti v 14 %. Poudarek prispevka je na okužbah, zato 
smo analizirali revizije v RAV glede na čas po operaciji. 
Izkazalo se je, da je razmerje revizij zaradi infekta pri kol-
kih 72 % pri poznih in 28 % pri zgodnjih infektih, pri ko-
lenih pa je razmerje 74 % pri poznih ter 26 % pri zgodnjih 
infektih. Pogostnost infekta kot vzroka revizije je povezana 
tudi s tem, kaj je bila predhodna operacija. Naredili smo 
10-letno študijo med 2013 in 2022. Rezultati so pokazali, 
da je po totalni artroplastiki kolka 14 % okužb, po parci-
alni 8 %, če je predhodno že bila opravljena menjava pa 
23 %. Podobno pri kolenih: po totalni artroplastiki kolena 
je bilo 31 % okužb, po parcialni 4 %, po menjavi 50 %. Ko 
sem podatke iz tega obdobja povezala s podatki iz registra 
kostnih okužb, sem ugotovila, da je bil pri 1433 revizijah 
kolčnih endoprotez iz 10-letnega obdobja material za mi-
krobiološke preiskave odvzet pri 184 operacijah, 19 je bilo 
negativnih, čeprav je bilo od teh v RAV 13 označenih kot 
okužba. Ostalih 165 pozitivnih vzorcev je bilo v 135 pri-
merih tudi na obrazcih RAV označenih kot okužba, v 13 
kot omajanje in 17 kot ostali vzroki. Pomembno je vedeti, 
da kirurg izpolni obrazec neposredno ob operaciji, zato 
nima takoj odgovora, ali bo to, kar oceni kot infekt, tudi 
dejansko potrjeno z mikrobiološko preiskavo. Pri preiska-
vi pozitivnih vzorcev pri kolčnih revizijah sem ugotovila, 
da je pri zgodnjih okužbah (< 3 mesece) več izvidov z 2–6 
bakterijami (31 %) kot pri poznih (> 3 mesece po predho-
dni operaciji), t.j. 15 %. Pri zgodnjih okužbah kolčnih en-
doprotez je najpogostejša bakterija Staphylococcus aureus, 
nato sledijo Staphylococcus epidermidis, Enterobacter clo-
acae, Corynebacterium tuberculostearicum, MRSE, Ente-
rococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mira-
bilis, Finegoldia magna in druge (Slika 1). angle-double-right
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Slika 1: Bakterije po pogostnosti v pozitivnih vzorcih, odvzetih pri reviziji kolčnih endoprotez.
Figure 1: Bacteria by frequency in positive samples collected during revision hip arthroplasty.

Pri poznih revizijah kolkov prevladuje Staphylococcus au-
reus, nato sledijo Staphylococcus epidermidis Cutibacte-
rium acnes, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae (B), 
Stapylococcus capitis, MRSE in drugi.

Od 849 revizijskih operacij kolenskih endoprotez iz 10-le-
tnega obdobja je bil material za mikrobiološke preiskave 
odvzet pri 231 operacijah, 74 je bilo negativnih, čeprav je 
bilo od teh v RAV 40 označenih kot okužba. Ostalih 157 
pozitivnih vzorcev je bilo v 144 primerih tudi na obraz-
cih RAV označenih kot okužba, v štirih kot omajanje in 

devetih kot ostali vzroki. Pri preiskavi pozitivnih vzorcev 
pri kolenskih revizijah sem ugotovila, da je pri zgodnjih 
okužbah (< 3 mesece po predhodni operaciji) več izvidov 
z 2–6 bakterijami (39 %) kot pri poznih (> 3 mesece), t.j. 
17 %. Pri zgodnjih okužbah kolenskih endoprotez je naj-
pogostejša bakterija Staphylococcus aureus, nato sledijo 
Staphylococcus epidermidis, MRSE, Streptococcus aga-
lactiae, Staphylococcus haemolyticus, Corynebacterium 
striatum, Corynebacterium species, Corynebacterium je-
ikeium in druge (Slika 2). angle-double-right
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Slika 2: Bakterije po pogostnosti v pozitivnih vzorcih, odvzetih pri reviziji kolenskih endoprotez.
Figure 2: Bacteria by frequency in positive samples collected during revision knee arthroplasty.

Pri poznih revizijah kolenskih protez prevladuje Staphylo-
coccus aureus, nato sledijo Staphylococcus epidermidis 
Escherichia coli, Streptococcus disgalactiae, MRSE, Cu-
tibacterium acnes, Stapylococcus capitis, MSSA, Entero-
coccus faecalis in drugi.

ZAKLJUČEK
RAV se je izkazal kot dokaj zanesljiva evidenca okužbe kot 
vzroka revizij kolčnih ali kolenskih endoprotez. V kom-
binaciji z Registrom kostnih okužb smo pridobili podat-

ke še o ostalih primerih, ki v RAV niso bili zabeleženi ter 
tudi možnost analize, kateri so najpogostejši mikrobi, ki 
so prisotni pri zgodnji ali pozni okužbi endoproteze. Pot-
rebne so bolj natančne statistične analize, da bi lahko oce-
nili uporabnost povezave obeh registrov.
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Navodila avtorjem prispevkov za revijo 
Laboratorijska medicina
Laboratorijska medicina je strokovno-znanstvena revija Slo-
venskega združenja za klinično kemijo in laboratorijsko 
medicino (SZKKLM), ki objavlja prispevke s širšega pod-
ročja laboratorijske medicine (klinična biokemija, labora-
torijska hematologija, kakovost in akreditacija medicinskih 
laboratorijev, laboratorijska medicinska genetika, pacientu 
prilagojena laboratorijska medicina, laboratorijska patolo-
gija s citologijo, laboratorijska mikrobiologija, laboratorij-
ska transfuzijska medicina). Poslanstvo revije je seznanja-
nje slovenske strokovne javnosti z novostmi in smernicami 
s tega področja. V ta namen objavljamo izvirne znanstve-
ne, pregledne znanstvene in strokovne članke ter aktual-

ne novosti, zanimivosti in poročila s področja laborato-
rijske medicine.

Laboratorijska medicina je revija z odprtim dostopom, vsi ob-
javljeni prispevki so prosto in takoj po objavi dostopni na 
spletni strani SZKKLM za deljenje in uporabo ob ustre-
znem citiranju originalnih avtorjev in vira. Avtorji do-
volijo reviji Laboratorijska medicina, da objavi članek in se 
predstavi kot njegov izvirni izdajatelj. Avtorji podeljujejo 
vsem tretjim osebam pravico do svobodne uporabe član-
ka pod pogojem, da so navedeni njegovi izvirni avtorji in 
podatki o objavi.

1. SPLOŠNA NAVODILA AVTORJEM
•	 Uredništvo sprejema v obravnavo le dela, ki pred 

tem še niso bila objavljena in niso v procesu objave. 
Če avtor povzame del drugega dela (slike, tabele), 
ki je bilo že objavljeno, mora predložiti dovoljenje 
avtorja in založnika za reprodukcijo.

•	 Rokopisi morajo biti napisani v jezikovno in 
strokovno neoporečnem slovenskem ali angleškem 
jeziku. V članku so lahko uporabljene le SI enote. 

•	 Rokopis mora biti pripravljen v skladu z 
navodili avtorjem, ki so dostopna na  
www.laboratorijska-medicina.si, in poslan v 
elektronski obliki (wordov dokument) kot priloga 
po elektronski pošti na elektronski naslov 
laboratorijska.medicina@szkklm.si. Datoteka 
naj bo označena z imenom korespondenčnega 
avtorja in naslovom dela. Sprejem in objava 
prispevkov sta za avtorje brezplačna. 

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

•	 Vsa dela, ki obravnavajo raziskave, narejene na 
ljudeh, morajo imeti v besedilu navedeno, da 
je bila raziskava opravljena v skladu z načeli 
Helsinško-Tokijske deklaracije, da so se preiskovanci 
strinjali z vključitvijo v raziskavo in so podpisali 
obveščeni pisni pristanek za prostovoljno vključitev. 
Podrobnosti, ki bi lahko razkrile identiteto 
preiskovancev, morajo biti izpuščene. Navedena 
naj bo zaporedna številka, pod katero je Komisija 
za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravje 
obravnavala vlogo raziskave.

angle-double-right
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2. VRSTE PRISPEVKOV IN NAVODILA ZA NJIHOVO 
PRIPRAVO
Uvodnik napiše urednik ali k pisanju povabi uglednega 
strokovnjaka. Je brez izvlečka, ključnih besed in označe-
nih odstavkov.

Izvirni znanstveni članek je samo prva objava rezulta-
tov izvirnih raziskav na področju laboratorijske medicine. 
Članek naj bo organiziran po naslednji shemi: povzetek, 
uvod, materiali in metode, rezultati, razprava, zaključek 
in literatura. Vsebuje naj do 3000 besed, največ 5 grafič-
nih elementov in do 30 referenc.

Pregledni znanstveni ali strokovni članek je pregled 
najnovejših del o določenem področju z namenom povze-
ti, analizirati, evalvirati ali sintetizirati informacije, ki so 
že bile objavljene. Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod, 
osrednje besedilo, zaključek in literaturo. Vsebuje naj do 
5000 besed, največ 7 grafičnih elementov in do 50 virov.

Kratki prispevek je pripravljen z namenom predstavi-
tve zanimivega kliničnega primera/-ov, pomembnih poti 
laboratorijske obravnave ali osvetlitve aktualne teme s 
področja laboratorijske medicine. Pri kratkem prispevku 
so posamezni elementi sheme izvirnega članka lahko iz-
puščeni. Prispevek naj vsebuje povzetek, uvod, prikaz pri-
mera/-ov, razpravo, zaključek in literaturo. Vsebuje naj do 
2000 besed, največ 3 grafične elemente in do 20 referenc.

Strokovni članek je predstavitev že znanega, s poudar-
kom na uporabnosti rezultatov izvirnih raziskav in šir-
jenju znanja. Organizacija članka je prilagojena vsebini, 
ima povzetek, uvod, osrednje besedilo, zaključek in lite-
raturo. Vsebuje naj do 3000 besed, največ 5 grafičnih ele-
mentov in do 30 referenc.

3. OBLIKA IN STRUKTURA PRISPEVKA
Prispevek naj bo pripravljen v formatu A4 z robovi 2,5 cm 
in razmakom vrstic 1,5. Velikost črk pisave Times New Ro-
man naj bo 12 pt, besedilo naj ima obojestransko poravnavo. 

Spremni dopis naj vsebuje:
•	 naslov prispevka v slovenskem in angleškem jeziku,
•	 telefonsko številko in elektronski naslov 

korespondenčnega avtorja,
•	 izjavo, da prispevek še ni bil objavljen ali poslan v 

objavo v drugo revijo,
•	 izjavo, da se z vsebino prispevka strinjajo vsi avtorji,
•	 lahko vsebuje predlog dveh neodvisnih recenzentov 

(ime in priimek, elektronski naslov).

Prva stran prispevka naj vsebuje:
•	 naslov prispevka v slovenskem in angleškem jeziku,
•	 celotna imena avtorjev in naslove ustanov, kjer so 

zaposleni.

Povzetek prispevka:
•	 v slovenskem in angleškem jeziku,
•	 naj ne presega 200 besed.

Ključne besede:
•	 v slovenskem in angleškem jeziku,
•	 največ šest.

Strukturirano besedilo:
•	 naslovi poglavij/podpoglavij naj bodo odebeljeni 

(bold),
•	 struktura naj bo skladna z vrsto prispevka.

Slike in preglednice:
•	 Morajo biti označene z zaporedno številko in 

opremljene s slovenskim in angleškim  besedilom, 
ki naj vsebuje naslov slike oziroma preglednice in 
razlago vsebine. angle-double-right
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•	 Slike naj bodo originalne. Članku naj bodo 
priložene kot samostojna datoteka. Kakovost slike 
naj bo vsaj 300 dpi v formatu TIFF ali JPEG.

•	 Preglednice naj bodo pripravljene v programu Word. 
Priložene naj bodo na koncu besedila.

•	 V primeru ponatisa ali minimalne spremembe slik 
ali drugih elementov v prispevku mora avtor priložiti 
dovoljenje lastnika avtorskih pravic za objavo v 
Laboratorijski medicini.

4. LITERATURA
•	 V besedilu je treba vsako trditev podpreti z navedbo 

vira.
•	 Za navajanje virov naj bo uporabljen Vancuver 

reference style, podrobnejša navodila so v »Quick 
reference guide: Vancouver Citing & Referencing 
style« (http://guides.lib.monash.edu/citing-
referencing/vancouver). 

•	 Viri naj bodo označeni s številkami in v vrstnem 
redu, kot se pojavljajo v prispevku. V besedilu naj 
bodo navedeni v okroglem oklepaju. Kot primer 
prikazujemo navajanje članka (1), poglavja v knjigi 
(2) in spletne strani (3). Seznam vseh navedenih virov 
naj sledi na koncu besedila, označeni naj bodo z 
zaporednimi številkami, kot so navedeni v tekstu. Če 
je avtorjev dela več kot šest, navedite le prvih šest in 
nato dodajte et al.

Primer navajanja znanstvenih člankov:

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

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

3.	 Deafness Variation Database [Internet]. Available 
from: http://deafnessvariationdatabase.org/
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NOVO: 6-diff hematološki 
analizator z vključenim ESR* 
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· Nova patentirana tehnologija za ESR 
 ·  rezultati v samo 60 sekundah 
 · odlična korelacija z referenčno metodo.
· Za ESR niso potrebni dodatni reagenti.
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 · Malarija/Dengue
 · krvna banka.

Več o ESR 
tehnologiji

* hitrost sedimentacije eritrocitov
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