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1.UvOD

1.1. Seéerna bolest

Secerna bolest je kroni¢na progresivna bolest koju ¢ini skup metaboli¢kih poremecaja s
predominantnom hiperglikemijom, uzrokovanih poremecajem lucenja i/ili uc¢inaka inzulina.
Kroni¢na hiperglikemija Secerne bolesti povezana je s dugoro¢nim oste¢enjem, disfunkcijom
razli¢itih organa, posebice o¢iju, bubrega, Zivaca, srca i krvnih Zila. Se¢erna bolest je jedan od
10 vodec¢ih uzroka smrti i vazan rizicni ¢imbenik u razvoju bolesti srca 1 krvnih Zila..
Posljedica komplikacija Seéerne bolesti je jedan od vodeéih uzroka onesposobljenja i
invaliditeta. Dijagnoza Secerne bolesti prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije
(SZO) postavlja se mjerenjem glukoze u venskoj plazmi u akreditiranom laboratoriju (1).
Kada se koli¢ina glukoze u krvi poveéava, npr. nakon obroka, dolazi do otpusStanja hormona
inzulina iz guSterace. Inzulin stimulira misi¢ne i masne stanice da uklone glukozu iz krvi i
stimulira jetru da metabolizira glukozu, uzrokujuéi snizavanje koncentracije glukoze u krvi na
normalnu razinu (2).

Seéernu bolest dijelimo u &etiri osnovna tipa koji se razlikuju prema etiologiji, klini¢koj slici,
terapijskom pristupu i prognozi. Manjak inzulina i rezistencija na inzulin su dva temeljna
patofizioloska ¢imbenika. Razaranje beta-stanica koje vodi apsolutnom pomanjkanju inzulina
karakterizira SeCernu bolest tipa 1, dok Seéernu bolest tipa 2 karakterizira progresivno
smanjenje luenja inzulina u &ijoj podlozi lezi inzulinska rezistencija. Seéerna bolest tipa 2
obi¢no se pojavljuje kod odraslih osoba koje su pretile. Postoje mnogi temeljni ¢imbenici koji
doprinose visokoj razini glukoze u krvi kod ovih osoba. Vazan ¢imbenik je rezistencija na
inzulin. Drugi ¢imbenik je smanjena sinteza inzulina u beta stanicama gusterace. Stoga,
pojedinac sa SeCernom bolesti tipa 2 moze imati kombinaciju smanjene sinteze i manjkavog
djelovanja inzulina. Oko 90% osoba sa Se¢ernom bole$¢u ima SeCernu bolest tipa 2. Za
razliku od tipa 2, Secerna bolest tipa 1 najcesce se javlja kod djece i rezultat je autoimunog
procesa Cija je posljedica uniStavanje beta stanica. Pokreta¢ ovog autoimunog procesa nije
jasan, ali rezultat je nemogucénost sinteze inzulina (2). Brzina oSteenja beta stanica se
razlikuje izmedu pojedinaca i1 manifestacija Se¢erne bolesti tipa 1 moze se pojaviti u
neonatalnom razdoblju, razdoblju djetinjstva odnosno adolescencije. Isto tako se moze javiti i
kasnije, tada govorimo o tzv. LADA (eng. Latent autoimmune diabetes in adults). Skupina
drugih specifi¢nih tipova Secerne bolesti ukljucuje geneticke poremecaje funkcije beta-stanica

te lu¢enja 1 u€inaka inzulina, bolesti egzokrine gusterace te lijekovima uzrokovanu Secernu



bolest. Metabolicke promjene tijekom kasne trudnoée uzrokuju inzulinsku rezistenciju koja
se oCituje poremecajem podnosenja glukoze odnosno gestacijskim dijabetesom (1).

Nekoliko patogenih procesa uklju¢eno je u razvoj Se¢erne bolesti. Oni se kre¢u od autoimune
destrukcije B-stanica gusterace s posljedicnim nedostatkom inzulina do abnormalnosti koje
rezultiraju otpornos¢éu na djelovanje inzulina. Temelj abnormalnosti u metabolizmu
ugljikohidrata, masnoca i bjelancevina u Se€ernoj bolesti je manjak djelovanja inzulina na
ciljnim tkivima. Nedostatak inzulinskog djelovanja proizlazi iz neodgovarajuceg izlucivanja
inzulina i/ili smanjenog odaziva tkiva na inzulin na jednoj ili viSe to¢aka u sloZenim putevima
hormonskog djelovanja. Kod istog bolesnika ¢esto istovremeno postoji poremecaj izlucivanja
inzulina i djelovanja inzulina, a Cesto je nejasno koja je abnormalnost glavni uzrok
hiperglikemije (3).

Simptomi hiperglikemije ukljucuju poliuriju, polidipsiju, gubitak teZine, ponekad polifagiju i
zamagljen vid. Kroni¢nu hiperglikemiju takoder moze pratiti poremecaj rasta i osjetljivost na
odredene infekcije. Akutne, po zivot opasnhe posljedice nekontrolirane SeCerne bolesti Su
hiperglikemija s ketoacidozom ili neketonskim hiperosmolarnim sindromom (3).

Dugoro¢ne komplikacije Se€erne bolesti ukljucuju retinopatiju s mogu¢im gubitkom vida,
nefropatiju koja dovodi do zatajenja bubrega, perifernu neuropatiju i autonomnu neuropatiju
koja uzrokuje gastrointestinalne, genitourinarne, kardiovaskularne simptome i spolnu
disfunkciju. Bolesnici sa Secernom bolesti imaju povecanu ucestalost ateroskleroti¢nih
kardiovaskularnih promjena i cerebrovaskularnih bolesti. Kod osoba sa §e¢ernom bolesti ¢esto
se javljaju hipertenzija i abnormalnosti metabolizma lipoproteina (3).

Temelj za postavljanje dijagnoze SeCerne bolesti desetlje¢ima su bili odredivanje razine
glukoze u plazmi nataSte 1 test oralnog opterec¢enja glukozom (OGTT). Uz navedene testove, s
ciljem unaprjedenja 1 proSirenja dijagnostickih moguc¢nosti uvedeno je odredivanje
hemoglobina Alc (HbAlc) kao novog testa u dijagnostici Secerne bolesti (4). Glukoza u
plazmi nataste >7,0 mmol ili glukoza u plazmi nakon 2 h OGTT >11,1 mmol/L ili HbAlc >
6,5% (48 mmol/mol) ili uz simptome hiperglikemije kriteriji su za postavljanje dijagnoze

Secerne bolesti (3).



1.2. Hemoglobin Alc

Hemoglobin Alc je danas "zlatni standard” u klinickom pracenju pacijenata sa Secernom
bolesti. Danasnji klinicki normativ za procjenu djelotvornosti terapije i rizika pojave
komplikacija Secerne bolesti ¢ini dobra kontrola glikemije, izrazena kroz koncentraciju
HbAlc < 7.0 %. Bunn i suradnici jo§ 1975. Godine otkrili su mehanizam kemijske reakcije
kojom se sintetizira molekula HbAlc. Primjenu kao biomarkera za pracenje koncentracije
glukoze kod bolesnika s dijagnosticiranom Se¢ernom boles¢u prvi je predlozio Koenig 1976.
godine (5).

Eritrociti sadrze oko 95% do 98% adultnog hemoglobina HbA (2a2f3), a ostalo su produkti
alternativne sinteze globina i post-translacijskin modifikacija HbA. Ostali normalni
hemoglobini prisutni u odraslih uklju¢uju HbF (202y) i HbA2 (2025), pri ¢emu svaki od njih
¢ini priblizno 2% ukupnog Hb (6).

Proteini se ¢esto glikiraju tijekom razli¢itih enzimatskih reakcija kada su uvjeti fizioloski
povoljni. Medutim, u slucaju hemoglobina, glikacija se odvija neenzimskom reakcijom
izmedu glukoze i N-terminalnog kraja B-lanca, koji tvori Schiffovu bazu. Tijekom pregradnje
Schiffova baza se pretvara u Amadorijeve proizvode od kojih je najpoznatiji HbAlc. U
primarnom stupnju stvaranja glikiranog hemoglobina, hemoglobin i glukoza u krvi formiraju
aldimin u reverzibilnoj reakciji. U drugom koraku, koji je nepovratan, aldimin se postupno
pretvara u stabilni ketoaminski oblik. Oko 6% ukupnog HbA naziva se HbAl, koja se pak
sastoji od frakcija HbAlal, HbAla2, HbAlb i HbAlc, definiranih njihovim elektroforetskim
i kromatografskim svojstvima. HbAl1c je najbrojnija od tih frakcija i kod zdravih ljudi ¢ini
priblizno 5% ukupne frakcije HbA. Glikacija je neenzimatski proces koji se neprekidno odvija
u organizmu i normalan je dio fizioloskih procesa. Medutim, kako se poveéava prosjecna
glukoza u plazmi, tako i koli¢ina glikiranog hemoglobina u plazmi raste (7).

HbAlc se danas koristi kao standardna mjera prosjecne glikemije za rutinsko pracenje i
prevenciju dugoro¢nih komplikacija Secerne bolesti jer odrazava prosjecnu koncentraciju
glukoze u krvi tijekom prethodna 2 do 3 mjeseca (normalni zivotni vijek eritrocita). Pojava i
progresija dijabetickih komplikacija mogu odrzavanjem priblizno normalnih razina HbAlc
biti odgodene (8).

Oralni testovi tolerancije glukoze rjede se provode u klini¢koj praksi, a koncentracija glukoze
u sluc¢ajnom uzorku (bez posta) u plazmi iznad 11,0 mmol/l s klasi¢énim simptomima, izuzetno
je neosjetljiva. Za OGTT test potrebno je provesti opsezniju pripremu prije testiranja,

ukljucujuéi odgovarajucu prehranu 3 dana prije testa (9).



U usporedbi s mjerenjima glukoze, upotreba HbAlc kao dijagnostickog testa ima prednosti,
ukljucujuéi prakticnost, manje dnevne varijabilnosti, veéu predanalitiCku stabilnost i
medunarodnu standardizaciju.

Uzorak za odredivanje HbAlc je venska ili kapilarna krv, uzorkovana u standardizirane
epruvete s antikoagulansom (ovisno o metodi: litij heparin, kali]-EDTA, oksalat). Za
odredivanje HbAlc nema potrebe da bolesnik bude nataSte. Analit je u uzorcima pune krvi
stabilan do 7 dana na 4-8 °C, a najmanje jednu godinu na -70°C. Vazna ¢injenica je da na
razinu HbA ¢ ne utjeCe nekoliko dana niske kalorijske prehrane ili rigorozno vjezbanje, kao
Sto utjece na razinu glukoze u plazmi nataste.

Najpouzdanije metode za odredivanje HbAlc su one koji se izvode u akreditiranim klini¢kim
laboratorijima. Postoji niz metoda za point of care testiranja (POCT), odnosno testiranja na
mjestu gdje se bolesniku pruza skrb. Glavne prednosti POCT ukljucuju brzu dostupnost
rezultata te cinjenica da su rezultati POCT testova Siroko dostupni. Ogranicenja ovih
testiranja ukljucuju smanjenu razinu svjesnosti klini¢kog osoblja o vaznosti provodenja
kontrole kvalitete i posljedi¢no ve¢u mogucnost pogreske buduéi da ne-laboratorijsko osoblje
vodi analize (9).

S obzirom na poboljSanu standardizaciju testa i podatke koji pokazuju povezanost s
retinopatijom, Medunarodni stru¢ni odbor preporucuje uporabu HbAlc za dijagnosticiranje
Secerne bolesti. SZO preporucuje da se HbAlc moze koristiti kao dijagnosticki test za Secernu
bolest, pod uvjetom da se postuju stroga pravila analiticke kvalitete rada i da su testovi
standardizirani prema kriterijima uskladenim s medunarodnim referentnim Standardima i da
ne postoje stanja koja ometaju to¢no mjerenje HbAlc. Ova stanja ukljucuju trudnocu, kratko
trajanje simptoma Secerne bolesti, akutne bolesti, primanje lijekova koji mogu uzrokovati
brzo povecanje razine glukoze, oSteenja gusterace, hemoglobinopatije, anemije, zatajenja
bubrega i infekcije HIV-om (10).

Posebna primjena je koriStenje mjerenja HbAlc tijekom trudnoce u bolesnika sa Se¢ernom
bolesc¢u kako bi se utvrdio minimalni perinatalni rizik za majku i maksimalno zdravlje fetusa.
Stroga kontrola prije i tijekom trudno¢e smanjuje rizik od kongenitalnih malformacija
dojencadi, kao i komplikacija trudnoc¢e povezanih sa slabo kontroliranim glikemijom.
Rutinska uporaba testa zahtijeva strogu kontrolu kvalitete, ukljuCujuc¢i akreditaciju
laboratorija, ispravno provodenje unutarnje kontrole, sudjelovanje u programu vanjske
procjene kvalitete (ispitivanje sposobnosti) i pazljivo razmatranje pred- i post-analitickih

aspekata testa (10).



Prognosticki potencijal HbAlc lezi u njegovoj mogucénosti procjene retrospektivne kontrole
glikemije, kao i predvidanja lipidnog profila u bolesnika sa Secernom boles¢u. Mjerenje
HbAlc moze se koristiti za postizanje bolje skrbi za bolesnika. Kako epidemija Secerne
bolesti raste diljem svijeta, HbAlc moze se primjenjivati kao dijagnosticki i prognosticki alat,

Sto omogucuje bolju skrb za bolesnika i unaprjeduje klinicki ishod (10).

HO —H H —H HO: —H
— —_—
H —OH H —0OH H —OH
H —0OH H —OH H —OH
CH,;OH CH,0H CH,0H
Glucose (Schiff base) {Amadori product)

Slika 1. Glikacija hemoglobina (11).



1.3. Metode za odredivanje HbAlc

Mjerenje HbAlc je zlatni standard za provjeru dugotrajne glikemije kod bolesnika sa
Se¢ernom boles¢u. Postoje razli¢ite metode za mjerenje HbAlc, a razlika u vrijednostima
dobivenim ovim metodama je visoka, zbog Cega je vrlo tesko usporediti ove vrijednosti.
Osim toga, razli¢iti ¢imbenici kao $to su anemije sa skracenim zivotnim vijekom eritrocita,
trudnoca, splenektomija, transfuzija i unos lijekova (salicilati) razlicito utjeCu na rezultate
dobivene razli¢itim metodama (12).

Suvremene analiticke metode temelje se na razlikama fizikalno-kemijskih svojstava medu
molekulama HbALc i glikohemoglobina (GHb) i nemodificiranog hemoglobina. Metode koje
se danas koriste u rutinskom radu prema nacelu odredivanja mogu se podijeliti u dvije
skupine. Prva skupina metoda se temelji na razlikama u naboju glikiranih i neglikiranih
molekula, a obuhva¢a kromatografiju s ionskom izmjenom, elektroforezu i afinitetnu
kromatografiju. Drugoj skupini pripadaju strukturno-specifiéne metode kao $to su boronatna
afinitetna kromatografija i imunokemija. Afinitetnim metodama se odreduje ukupni GHb(5).
Cinjenica da HbA lc i ne-glikirani Hb imaju razli¢ita kemijska svojstva omogucuju odvajanje
frakcija 1 kvantitativno odredivanje HbAlc. Ovo se nacelo primjenjuje u kromatografiji
ionske izmjene (IEC), kapilarnoj elektroforezi (CE) i afinitetnoj kromatografiji (AC). Kod
IEC-a ta razlika je dovoljna da se omoguci odvajanje HbAlc od ne-glikiranog Hb. S IEC-om
se takoder mogu vizualizirati fetalni Hb (HbF), manji brzi Hb (HbAla / b) i karbamilirani Hb
(HbCarb) kao i neke genetske varijante (npr. srpastih stanica Hb). CE Koristi razliku naboja
izmedu HbAlc i drugih frakcija Hb. Razdvajanje se postize visokonaponskim elektri¢nim
poljem i elektroosmotskim protjecanjem. Premda kod metode AC ne-glikirani Hb prolazi
slobodno kroz kolonu koja sadrzi cestice oblozene boronatnom kiselinom, molekule
glikiranog Hb-a imaju afinitet prema boronatnoj kiselini pa se HbAlc duze zadrzava na
koloni. Uz N-terminalni valin B-lanca HbAlc, glukoza se veze za oko 15 drugih lizinskih
ostataka u Hb. Sveukupno, ostali glikirani Hb predstavljaju priblizno polovicu svih otkrivenih
molekula HbAlc. Budu¢i da se formiraju proporcionalno HbAlc, kalibracija omogucuje da se
rezultati AC testa izrazavaju kao HbAlc (5).

U kemijskim testovima, koncentracija HbAlc mjeri se na temelju specificne kemijske
reakcije na glikirani N-terminalni valin B-lanca. Paralelno se fotometrijski mjeri ukupna
koncentracija Hb. Zbog toga ove metode zahtijevaju dva neovisna testa, HbAlc i ukupni Hb
za izraCunavanje koncentracije HbAlc. Ovaj koncept se primjenjuje u imunokemijskim i

enzimskim metodama. U imunokemijskim metodama (engl. immuno assay, |A),



hemoliziranom uzorku dodaje se visak anti-HbA1c antitijela. Nakon vezanja na HbAlc, visak
antitijela aglutinira. Zamucenje koje nastaje zbog formiranja imunokompleksa mjeri se
fotometrijski, turbidimetrijski ili nefelometrijski. Kod enzimatskih analiza proteaza cijepa -
lanac kako bi se oslobodili peptidi. Peptidi, obi¢no dipeptidi, reagiraju s fruktozil peptid
oksidazom, a dobiveni vodikov peroksid se koristi za kvantificiranje HbAlc. (12).

Stabilnost HbA1c u uzorcima pune krvi, neovisnost koncentracije o dobu dana i prandijalnom
statusu bolesnika, uz visoku prediktivnu vrijednost u procjeni rizika komplikacija Secerne
bolesti i procjeni regulacije glikemije, ¢ini ga markerom izbora za pracenju Secerne bolesti.
Na razinu HbAlc osim koncentracije glukoze utjece znacajno utjeCe Svako patofiziolosko
stanje koje skracuje Zivotni vijek eritrocita. Na primjer akutno krvarenje ili hemoliticka
anemija, splenomegalija, reumatoidni artritis, neke hemoglobinopatije, snizavaju udio HbAlc,
neovisno o metodi. Usporena eritropoeza, anemija zbog nedostatka Zeljeza ili vitamina B12
uzrokovat ¢e poviseni udio HbAlc dok ¢e terapija eritropoetinom, terapija sideropeniéne
anemije Zeljezom, kroni¢na bolest jetre biti uzrok snizenog udjela HbAlc. Promjene u brzini
glikacije takoder utjecu na udio HbAlc. Tako ¢e u alkoholizmu i kroni¢noj bolesti bubrega
udio HbAXc biti povisen, dok ¢e unos aspirina, vitamina C i E sniziti udio HbAlc ometajuéi
glikiranje. Prisustvo hemoglobinskih varijanti (HbS, HbC, HbD, HbE) i kemijske
modifikacije molekule (prisustvo karbamiliranog hemoglobina u kroni¢noj bubreznoj bolesti i
uremiji) mogu interferirati analitiCki u nekim metodama odredivanja, uzrokujuci lazno
snizene ili poviSene rezultate. Pri izboru metode laboratoriji moraju razmotriti podloZnost
metode interferencijama ovisno o prisustvu hemoglobinopatija u populaciji za koju se skrbe
(13).



Tablica 1. Prednosti i nedostatci razli¢itih metoda ispitivanja za HbAlc (14).

Metoda

Princip

Prednosti

Nedostatci

Kromatografija
ionske izmjene

Zbog nize
izoelektri¢ne tocke
HbA Ic putuje brze
nego druge Hb
komponente.

Mogucnost
pregledavanja
kromograma za Hb
varijante. Mjerenje s
visokom preciznoscu.

Razne interferencije
hemoglobinopatija,
HbF-a i
karbamiliranog Hb-a,
no danasnje
kromatografije
ionske izmjene ne
interferiraju.

izmedu 4-10 N
terminalnog kraja
amino kiselina na
beta lancu.

Relativno se lako
implementira u
razli¢itim formatima.

Boronatna Glukoza se veze na | Minimalne Ne mjeri samo
afinitetna aminofenilboronsku | interferencije glikaciju N
kromatografija | kiselinu. hemoglobinopatija, terminalnog valina
HbF-a i na beta lancu, ve¢ i
karbamiliranog Hb-a. | beta lance glikirane
na drugim mjestima
te glikirane alfa
lance.
Imunoanalize | Antitijelo se veze Ne utje¢u HbE, HbD i | Moze  biti  pod
na glukozu te karbamilirani Hb. utjecajem

hemoglobinopatija s
izmijenjenim amino
kiselinama na
veznim mjestima.
Neke interferiraju s
HbF-om.




Sve rezultate odredivanja HbAlc ispod donje granice mjernog raspona metode treba potvrditi
ponovljenim odredivanjem, ako je mogucée alternativnom metodom s razliitim principom.
Ukoliko nalaz HbAlc nije u skladu s klinickom slikom bolesnika, potrebno je dodatno
istraziti, odnosno pratiti bolesnika odredivanjem alternativnih biljega, na primjer
fruktozamina (13).

Odredivanje koncentracije HbAlc zahtijeva ucinkovitost, visoku propusnost, robusnost i
isplativost. Svaka od navedenih metoda ima svoje prednosti i nedostatke te njen odabir ovisi 0
individualnim potrebama i mogucnostima laboratorija. Vazno je da odabrana metoda
ispunjava klinicke i analiticke kriterije kvalitete. U kriterije klinicke kvalitete spadaju: mala
individualna varijabilnost, preciznost na razini apsolutne razlike u HbAlc od 0,35% do 0,5%.
Kriteriji analiti¢ke kvalitete su unutarlaboratorijska preciznost (ukupni koeficijent varijacije
<3,0%) i medulaboratorijska preciznost, odnosno stabilne referentne/preporucene vrijednosti
koje se mogu ujednaceno interpretirati neovisno o odabranoj metodologiji, vremenu i mjestu
odredivanja (5).

Veéina suvremenih metoda zadovoljava navedene kriterije, medutim postoje znacajne razlike
medu rezultatima iz istog uzorka dobivenim razli¢itim metodama. Razlike nastaju zbog
interferencija razliitog analita koji se odreduje razli¢itim metodama te zbog nedovoljne
analiticke specificnosti metoda temeljenih na razlikama u naboju. Analiticke i bioloske
interferencije predstavljaju dodatni problem te takoder mogu znacajno utjecati na rezultat.
Slaba usporedivost rezultata nametnula je potrebu za standardizacijom. Prema rezultatima
dobivenim studijom Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) gdje je koriStena
metoda HPLC na kationskom izmjenjivacu, u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD-u)
proveden je Nacionalni program za standardizaciju glikohemoglobina (NGSP). Rezultat tog
programa je poboljSana medulaboratorijska usporedivost rezultata. Medunarodna federacija za
klinicku kemiju (IFCC) utemeljila je radnu grupu za standardizaciju odredivanja HbAlc.
Definiran je analit i nainjen primarni referentni materijal kao smjesa kromatografski
proc¢is¢enog HbAlc i HbA u liofiliziranom obliku. Razvijene su dvije prihvacene referentne
metode, masena spektrometrija i kapilarna elektroforeza. Metode su jednako vrijedne,
podjednako specificne za HbAlc i neosjetljive na interferencije abnormalnih hemoglobina
(HbS, HbC) i post-translacijski promijenjenin  molekula (acetilirani i karbamilirani
hemoglobini) (5).

Laboratoriji moraju odredivati HbAlc metodama kalibriranim prema IFCC-referentnom

materijalu, NGSP- certificiranim, a rezultate izrazavati u IFCC i DCCT-jedinicama (13).



Mrezne jednadzbe za pretvaranje IFCC jedinica u NGSP jedinice (NGSP% = 0,0915 x [FCC
mmol / mol + 2,15) i obratno (IFCC mmol / mol = 10,93 NGSP% -23,5) uspostavljaju i prate
IFCC i NGSP mreze.

Uvodenje referentnih metoda vazno je zbog usporedivosti dobivenih rezultata Sto omogucuje

lakse pracenje i rjeSavanje problema ukljucenih u dijabetolosku skrb (9).
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1.4. Skracena validacija metoda

Validacija metoda i instrumenata vazna je u klinickom laboratorijskom radu. Svaka nova
metoda treba biti validirana prilikom uvodenja u rutinski laboratorijski rad. Medu razlicitim
analizama koje bi trebale biti izvedene je ispitivanje preciznosti u seriji, preciznosti iz dana u
dan i usporedba metoda. Ta analiza usporeduje rezultate dobivene novom metodom S onima
dobivenim drugim analitickim metodama. Idealno stanje se postize ako je analiticka metoda
koriStena za usporedbu referentna ili definitivna metoda. Ispravnost referentnih metoda nije
upitna, stoga bi se novi referentni rezultati trebali prilagoditi. Medutim, u uobicajenim
okolnostima u rutinskom laboratoriju rezultati se mogu usporediti s "komparativnom
metodom" - onom koja je dostupna i koristi se u svakodnevnom rutinskom radu.

Cilj usporedbe eksperimentalnih metoda je procijeniti sustavnu (konstantnu i proporcionalnu)
razliku izmedu dvije metode, npr. kako bi se utvrdilo postoji li zna¢ajna razlika u rezultatima
dobivenim dvjema metodama, koriste¢i prave uzorke bolesnika. Rezultati se trebaju tumaciti
vrlo pazljivo. Ako je razlika izmedu dvije metode mala i klini¢ki prihvatljiva, tada se te dvije
metode mogu Koristiti istodobno. Eksperimentalna strana usporedbe metode je jednostavna.
Preporuca se da se barem 40 uzoraka Sirokog raspona koncentracije ispita s dvije metode.
Medutim, analiza i tumacenje podataka slozeno je pitanje te jo§ uvijek ne postoji statisticki
postupak koji se smatra zlatnim standardom za analizu dobivenih podataka.

Passing Bablokova regresijska analiza je statisticki postupak koji omoguéuje procjenu
analitickih metoda i moguca sustavna odstupanja izmedu njih. Robusna je, neparametrijska,
nije osjetljiva na distribuciju pogresaka i ekstremne vrijednosti. Pretpostavke za pravilnu
primjenu Passing Bablokove regresije su kontinuirano distribuirani podaci i linearan odnos
izmedu podataka izmjerenih dvjema analitickim metodama. Rezultati su prikazani
dijagramom rasprsivanja i regresijskom linijom te regresijskom jednadzbom (y = a+bx) gdje
odsjecak na osi y predstavlja konstantnu, a nagib pravca proporcionalnu pogreSku mjerenja.
Primjena Passing Bablokove regresijske analize je osobito preporucena u slucajevima kada
postoji proporcionalno odstupanje jedne metode od druge te u sluajevima mijeSanog
odstupanja, za razliku od Demingove regresijske analize koja se preporucuje kod metoda za
koje se prilikom vizualnog pregleda ustanovi postojanje konstantne pogreske. Demingova
regresijska analiza uzima u obzir nepreciznost obje metode te je zbog toga vise prilagodena za
analizu podataka dobivenih laboratorijskim mjerenjima. Kao i Passing Bablokova,
Demingova regresijska analiza pretpostavlja nezavisan odnos izmedu dviju metoda te da

medu njima postoji odnos y= a+ bx (15).
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2.CILJEVI

e Utvrditi analiticku preciznost u seriji i iz dana u dan za novu metodu koja se uvodi u
rutinski rad.
e Procijeniti sustavnu i proporcionalnu razliku izmedu dvije metode kako bi se utvrdilo

postoji li znacajna razlika u rezultatima dobivenim dvjema metodama.
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3.MATERIJALI | METODE

3.1.Ispitanici i metode

U ovom istrazivanju provedena je usporedba metoda koriStenjem rutinskih uzoraka
pacijenata koji su analizirani radi standardne dijagnosticke obrade u bolnici. Ispitano je 40
uzoraka pune krvi pacijenata na Roche Cobas Integra 400 plus aparatu te 40 uzoraka na
Humanex Alc aparatu u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split..
Uzorci su potjecali od bolnic¢kih pacijenata s klinickom sumnjom ili potvrdenom dijagnozom
Secerne bolesti.

Za dobivene uzorke izraCunata je srednja vrijednost, medijan, minimalna i maksimalna
vrijednost, interval pouzdanosti i raspon. Izracunat je Spearmanov koeficijent korelacije. Za
usporedbu metoda koriStena je Passing Bablok i Demingova regresija, ukljucuju¢i i Cusumov
test linearnosti.

Preciznost u seriji i preciznost iz dana u dan je provedena pomoc¢u dva kontrolna uzorka u
kojima je odredivana koncentracija HbAlc. Iz dobivenih rezultata je izracunata standardna
devijacija, koeficijent varijacije, medijan, srednja vrijednost i raspon.

Statisticka analiza provedena je pomocu programske podrske MedCalc 10.1.2.0. (MedCalc,
Mariakerke, Belgium).
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3.1.1. Imunokemijska metoda za odredivanje HbA1c (Roche Cobas Integra, Roche )

U Roche Cobas Integra 400 plus analizatoru postoje dva fotometra: jedan za mjerenje
apsorbancije (apsorbancijski fotometar) i jedan za mjerenja polarizacije fluorescencije (FP
fotometar).

FP fotometar vr$i mjerenja na uzorcima na temelju nacela polarizacija fluorescencije. Koristi
se za mjerenje TDM-a (eng. Therapeutic Drug Monitoring), odnosno za terapijsko praéenje
koncentracije lijekova.

Za svaki utor za kivete, apsorpcijski fotometar mjeri intenzitet svjetla pri 12 razlicitih valnih
duljina. Svjetlosna zraka iz apsorbancijske halogene svjetiljke prolazi kroz kivetu, a zatim u
polje fotodioda gdje se vrSe mjerenja. Apsorpcijski fotometar radi i apsorpcijska i
turbidimetrijska mjerenja (tipicno za klinicku kemiju, specificne proteine i direktne
antiglobulinske testove (DAT)).

Za mjerenje apsorbancije ocitanja apsorpcija su linearna u rasponu od 0,0 do 2,0 apsorbancije
s manje od 1% odstupanja na duljini putanje od 0,5 cm. Sustav mjerenja koristi prazne
polozaje na rotoru za pracenje pozadinskog signala za elektronicko podeSavanje strujanja.
Mijerenja se poduzimaju bez uklanjanja kivete iz analizatorskog rotora.

Sve valne duljine se mjere u isto vrijeme, ali samo jedna valna duljina (za monokromatska
mjerenja) ili dvije valne duljine (za bikromatska mjerenja) su koristene (16).

Uzorak pune krvi s antikoagulansom se automatski hemolizira s Cobas Integra
hemoliziraju¢im reagensom Gen 2. Metoda Kkoristi TTAB kao deterdzent u hemolizirajuéem
reagensu kako bi se uklonile interferencije leukocita (TTAB ne lizira leukocite). Prethodno
uzimanje uzorka za uklanjanje labilnog HbA1c nije potrebno.

Sve varijante hemoglobina glikirane na N terminalnom beta lancu i koje imaju prepoznatljive
dijelove protutijela identi¢na onima na HbAlc su odredene ovim testom. Posljedi¢no, testom
se moze odrediti metaboliCko stanje pacijenata s uremijom ili najéeS¢e hemoglobinopatije
(HbAS, HbAE, HbA).

Odredivanje HbA 1c temelji se na turbidimetrijskoj inhibiciji imunoanalize (TINIA) na uzorku
hemolizirane pune krvi.

HbAlc u uzorku reagira s anti-HbA1c protutijelima za stvaranje topljivih antigen-protutijelo
kompleksa. Budu¢i da se specificno HbAlc protutijelo nalazi samo na jednom mjestu na

molekuli HbAlc, kod vezanja ne nastaje kompleksna formacija.
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Nakon vezanja u uzorak se dodaje SR (pufer/polihapten) ¢ime zapocinje reakcija. Polihapteni
reagiraju s viskom anti-HbA1c protutijela kako bi se formirao netopljivi kompleks protutijela-

polihaptena koji se moze odrediti turbidimetrijski (17).
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3.1.2. HPLC metoda za odredivanje HbAlc (Humanex)

Humanex Alc za razdvajanje HbAlc i ne glikiranog hemoglobina koristi tekuéinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti pri ¢emu se HbAlc razdvaja na temelju razliCitog
naboja. Ne glikirani hemoglobin ima pozitivan naboj, dok glikirani hemoglobin gotovo nema
naboja. Na temelju ovih razlika u naboju ove molekule mogu u slabo kiselom mediju biti
razdvojene metodom kationske izmjene. Stacionarna faza ima slabo kiseli kationski naboj koji
se moze vezati s pozitivno nabijenim ne glikiranim hemoglobinom. Glikirani hemoglobin se
zbog nedostatka naboja slabo veze za stacionarnu fazu te se zato prvi eluira. Eluat prolazi
kroz izvor UV svjetlosti (415 nm) te se mjeri apsorbancija eluata, a rezultati se prikazuju
numericki i1 graficki (kromatogramom).

HbAlc je izrazen kao postotak povrSine HbAlc pika prema povrsini pika ukupnog
hemoglobina u kromatogramu. Rezultat je prikazan na zaslonu analizatora Humanex Alc i
moze biti ispisan pomocu integriranog termalnog pisaca. Rezultat za HbAlc je izrazen kao
IFCC jedinica (mmol/mol) te je izvedena NGSP jedinica (%). Humanex Alc ima linearni
radni raspon od 4 do 17% NGSP/DCCT (20 do 162 mmol/mol IFCC) (18).
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3.2. Instrumenti
3.2.1. Cobas Integra (Roche)

COBAS INTEGRA 400 plus sustav je selektivni biokemijski i imunokemijski analizator koji
se koristi za odredivanje niza biokemijskih parametara (elektroliti, specifi¢ni proteini,
lijekovi, hormoni). Randomizirani pristup uzorku, inovativna robotika i napredno korisnicko
sucelje, koristenje Windows NT ili XP, pojednostavljuju i optimiraju tijek radnog procesa.
Modul ion selektivnih elektroda (ISE) omogucuje odredivanje natrija, kalija, klora 1 litija
paralelno s fotometrijskim mjerenjima. Analizator automatski identificira uzorke, kalibratore i
kontrole pomocu c¢itaca crticnog koda. U instrumentu su integrirana tri odvojena mjerna
sustava koja podrzavaju Cetiri razlicita nacela mjerenja: fluorescentni polarizacijski fotometar
spektrofotometar koji omogucava spektrofotometrijska i turbidimetrijska mjerenja i ion

selektivne elektrode (ISE) s principom mjerenja ion selektivne potenciometrije (16).

Slika 2. Roche Cobas Integra 400 plus (19).
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3.2.2. Humanex

Humanex Alc analizator se koristi za detekciju omjera glikiranog hemoglobina (HbAlc) u
odnosu na ukupni hemoglobin u uzorku pune Kkrvi.

Glavne komponente Humanex Alc su mikro-upravlja¢ki modul, termalni pisa¢, visokotla¢na
mikro-infuzijska pumpa, zaslon na dodir, modul za automatsko uzorkovanje, detektor i
termostatirana HPLC kolona.

Citag crti¢nog koda moze o¢itati do 5 stalaka za uzorke, a na svaki stalak se moze postaviti 10
epruveta s uzorcima. Stalci za uzorke se automatski transportiraju u analizator koji automatski
identificira, pipetira i razrjeduje uzorke pune krvi. Glavni unutras$nji kontrolni modul je
mikro-infuzijska pumpa, koja kontrolira rad cijelog instrumenta prema definiranim
procedurama. Visokotla¢na mikro-infuzijska pumpa sluzi za uzimanje reagensa i praznjenje
otpada. Modul detektora koji se nalazi unutar instrumenta generira signal i analizira dobivene
podatke. Upravljanje Humanex Alc instrumenta je kontrolirano putem LCD zaslona koji
takoder prikazuje i sve bitne informacije o sustavu. Tijekom mjerenja HPLC kolonska pe¢
odrzava stalnu temperaturu HPLC kolone ( 35.0+ 2.0°C) (18).

Slika 3. Prikaz aparata Humanex Alc (20).
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4. REZULTATI

4.1. Usporedba metoda

Tablica 2. Prikaz dobivenih rezultata za HbA1c na dva razlidita analizatora

ID Roche Cobas HumanexAlc
1 8.300 8.60
2 6.6 6.40
3 7.15 7.10
4 4.7 4.90
5 6.3 6.20
6 10.15 10.15
7 6.15 6.10
8 5.1 5.35
9 10.55 10.45
10 15.85 15.05
11 7.25 7.45
12 9.15 9.25
13 6.6 6.75
14 6.25 5.85
15 8.25 8.15
16 5.55 5.50
17 8.9 9.05
18 6.15 6.15
19 11.2 11.00
20 7.55 6.60
21 5.05 5.20
22 7.85 7.85
23 6.75 6.70
24 8.2 8.10
25 6.4 6.50
26 6.9 6.95
27 6 5.90
28 7.05 7.15
29 6.35 6.25
30 10.8 10.80
31 9.2 9.25
32 18.4 18.40
33 5.95 5.70
34 7.3 6.95
35 5 5.05
36 6.7 6.70
37 7.2 7.40
38 9.8 9.95
39 7.15 7.25
40 9.15 8.70




n=40 Roche Cobas Humanex Alc

Minimum 4.70 4.90
Prvi interkvartil (Q1) 6.26 6.16
medijan 7.15 7.03
Treéi interkvartil (Q3) 9.09 8.96
max 18.40 18.40
raspon 13.70 13.50

Tablica 3. Osnovni statisticki parametri dobivenih rezultata na Roche Cobas i Humanex Alc

aparatu.

Raspon izmjerenih koncentracija HbAlc imunokemijskom metodom na instrumentu Cobas

Integra iznosi 13,7%. Podatci se u 50% sluéajeva nalaze izmedu 6,26 i 9,09%. 25% podataka

u donjem rasponu nalazi se izmedu 4,70 i 6,26%. 25% podataka u gornjem rasponu nalazi se

izmedu 9,09 i 18,40%..

Raspon izmjerenih koncentracija HbAlc HPLC metodom na Humanex Alc analizatoru iznosi

13,5%. Podatci se u 50% slucajeva nalaze izmedu 6,16 i 8,96%. 25% podataka u donjem

rasponu nalazi se izmedu 4,90 i 6,16%. 25% podataka u gornjem rasponu nalazi se izmedu

8,96 1 18,40%.
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Passing Bablokova regresija

Varijabla X
Varijabla 'Y

Veli¢ina uzorka

Regresijska jednadzba
y =0,000000 + 1,000000 x

Sustavne razlike
Odsjecak A

95% ClI
Proporcionalne razlike
Nagib B

95% ClI

Nasumicne razlike

Residualna
Standardna Devijacija (RSD)

+ 1.96 RSD Interval
Valjanost linearnog modela

Cusumov test za linearnost

Spearmanov koeficijent korelacije

Koeficijent korelacije
Razina znacajnosti

95% ClI

Humanex_Alc
Roche_Cobas

40

0,0000

-0,2767 to 0,1835

1,0000

0,9773 1o 1,0381

0,1867

-0,3660 to 0,3660

Nema znacajnog odstupanja od
linearnosti (P=0,64)

0,983
P<0,0001

0,968 do 0,991
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Slika 4. Graficki prikaz Passing Bablok regresije.

Passing Bablokovom regresijskom analizom ispitujemo dvije hipoteze:

1. A=0
Hipotezu prihva¢amo ako interval pouzadnosti za odsjecak na osi y (A) obuhvaca
nulu. U protivnom zaklju¢ujemo da je A razli¢ito od nule, tj. da postoji konstantno

odstupanje izmedu metoda.

2. B=1
Hipotezu prihvacamo ako interval pouzdanosti za nagib pravca (B) obuhvaca jedinicu.
U protivnom zaklju¢ujemo da je B razli¢ito od 1, tj. da postoji proporcionalno

odstupanje izmedu metoda.

Prema dobivenim rezultatima navedene varijable x i y, odnosno aparati Humanex Alc
1 Roche Cobas nemaju ni konstantnog ni proporcionalnog odstupanja izmedu metoda.
Spearmanov test pokazuje dobru korelaciju metoda s koeficijentom korelacije 0,98
(P<0,0001), a 95%-tni interval pouzdanosti koeficijenta korelacije 0,97 do 0,99.
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Podaci dobiveni koristenjem Passing-Bablokove regresijske analize pokazali su da ne postoji

konstantno odstupanje izmedu metoda jer 95%-tni interval pouzdanosti odsjecka ukljucuje 0

(-0,2767 to 0,1835). Rezultati pokazuju da ne postoji ni proporcionalno odstupanje jer

interval pouzdanosti nagiba ukljucuje 1 (0,9773 to 1,0381).

Demingova regresija

Metoda X Humanex_Alc

Metoda Y Roche_Cobas

Metoda Mean | Koeficijent varijacije (%)
X 7,8200 : 0,34

Y 7,8725 - 0,35

Velic¢ina uzorka
Omijer varijacije
Regresijska jednadzba

y=-0,1135 + 1,0212 x

Parametar Koeficijent
Odsjecak -0,1135
Nagib 1,0212

Standardna
greska

0,2067

0,02821

40

0,9583

95% ClI

-0,5315 to 0,3045

0,9642 to 1,0783
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Slika 5. Graficki prikaz Demingove regresijske analize.

Demingova regresijska analiza pretpostavlja nezavisan odnos izmedu dviju metoda, da su
metode usporedive te da medu njima postoji sljede¢i odnos y=A + Bx. Kao i kod Passing
Bablokove regresijske analize, Demingovom regresijskom analizom ispitujemo dvije
hipoteze: A=0i B=1.

Dobiveni rezultati ukazuju na dobru usporedivost ispitivanih metoda. Obje hipoteze su

prihvacene i moZemo zakljuciti da ne postoji ni proporcionalna ni konstantna pogreska.
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4.2. Preciznost

Preciznost je odredena mjerenjem koncentracije HbAlc u kontrolnim uzorcima pune Krvi

ljudskog porijekla. Analizirana su dva kontrolna uzorka, jedan u normalnom podrucju i jedan

u patoloskom podrucju. Za preciznost u seriji HbAlc odreden je ponavljanim odredivanjem

HbAl1c u (n=20). Dobiveni rezultati (podaci na temelju vrijednosti DCCT / NGSP) prikazani

su u tablici 3.

Razina 1 Razina 2
Srednja Cv Srednja Cv
vrijednost % vrijednost %
% HbAlc % HbAlc
Ponovljivost 5.4 0.8 10.2 0.9
Preciznost u iz dana u dan 5.3 1.3 10.3 1.0

Tablica 4. Prikaz rezultata preciznosti dobivenih na Humanex HbAlc analizatoru (17).
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5. RASPRAVA

Mjerenje HbAlc je zlatni standard za provjeru dugotrajne glikemije kod pacijenata sa
Se¢ernom boles¢u. Dostupnost HbAlc testa je omogucila poboljSanje skrbi te stoga zauzima
vazno mjesto u pracenju pacijenata sa Secernom bolesti. Razina HbAlc¢ u uzorcima se moze
pouzdano myjeriti razli¢itim metodama kao S§to su HPLC tekucinska kromatografija,
imunokemijske analize, boronatna afinitetna kromatografija i enzimske analize.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je referentna metoda za
standardizaciju ostalih rutinskih metoda koju karakterizira preciznost, to¢nost i stabilnost.

U ovom istrazivanju usporedivani su rezultati dobiveni na uzorcima pune krvi pacijenata s
dvije rutinske metode za odredivanje HbAlc: HPLC tekuéinska kromatografija na Humanex
Alc aparatu te imunokemijska metoda na Roche Cobas Integra 400 plus aparatu.

Usporedba metoda je postupak kojim utvrdujemo odstupanje izmedu dva mjerna postupka
koja mjere istu mjerenu veli¢inu, odnosno koncentraciju istog analita. Istrazivanjem se
pokusalo utvrditi postoji 1i dobra povezanost izmedu ove dvije metode te da li postoje
znacajna odstupanja u rezultatima dobivenim navedenim metodama. Statistickom analizom
dobiveni su rezultati usporedbe. Rezultati pokazuju da dvije koristene metode imaju dobru
usporedivost te da ne postoji ni konstantno ni proporcionalno odstupanje rezultata dobivenih
usporednim odredivanjem. Ni Passing Bablokova regresijska analiza ni Demingova
regresijska analiza nisu pokazale odstupanja izmedu metoda. HPLC metoda se pokazala kao
jednakovrijedna zamjena za imunokemijsku metodu, $to se i oéekivalo budué¢i da su obje
metode, prema preporukama, kalibrirane prema IFCC-referentnom materijalu. Usporedivost
rezultata dobivenih razli¢itim metodama od iznimne je vaZnosti zbog potrebe longitudinalnog

pracenja HbAlc kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti.
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6. ZAKLIJUCCI

1. HPLC metoda je pokazala prihvatljivu preciznost kako u seriji tako i iz dana u dan

2. Nisu utvrdene niti sustavne niti proporcionalne razlike izmedu dvije usporedivane

metode.

3. Nisu pronadena znacajna odstupanja u rezultatima §to je iznimno znacajno zbog

potrebe longitudinalnog prac¢enja bolesnika sa Se¢ernom bolesti.

4. Rezultati dobiveni i HPLC i imunokemijskom metodom su jednakovrijedni i

usporedivi.
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8. SAZETAK

UVOD: Eritrociti sadrze 95% do 98% adultnog hemoglobina (HbA), a ostalo su produkti
alternativne sinteze globina i post-translacijskih modifikacija HbA. Hemoglobin Alc (HbA1c)
najbrojnija je frakcija HbA. HbAlc danas se koristi kao standardna mjera prosjecne
glikemije te sluzi za rutinsko praéenje i prevenciju dugoro¢nih komplikacija Seéerne bolesti
jer odrazava prosje¢nu koncentraciju glukoze u krvi tijekom prethodna 2 do 3 mjeseca.
Danasnji klinicki normativ za procjenu ucinkovitosti terapije i rizika pojave komplikacija

Secerne bolesti ¢ini dobra kontrola glikemije, izrazena kroz vrijednost HbAlc < 7%.

MATERIJALI | METODE: Usporedba metoda: imunokemijske i HPLC metode provedena je
koriStenjem rutinskih uzoraka pacijenata koji su upuéeni u laboratorij radi standardne
dijagnosticke obrade. Ispitano je 40 uzoraka pune Kkrvi pacijenata na analizatorima Roche

Cobas Integra 400 plus te Humanex Alc.

CILJEVI: Cilj ovog istrazivanja bio je provesti analiticku evaluaciju usporedivosti rezultata

za HbA1c dobivenih razli¢itim metodama.

REZULTATI: Rezultati dobiveni Passing Bablokovom i Demingovom regresijskom
analizom pokazuju da su metode u potpunosti usporedive jer nema ni konstantnog ni
proporcionalnog odstupanja izmedu rezultata dobivenih navedenim metodama. HPLC

metoda koja se uvodila u rutinski rad pokazala je zadovoljavajucu preciznost.

ZAKLJUCAK: Usporednim odredivanjem pokazalo se da ne postoje znacajna odstupanja u
rezultatima dobivenim ispitivanim metodama $to je iznimno znaajno zbog potrebe

longitudinalnog pracenja bolesnika sa Se¢ernom bolescu.

KLJUCNE RIJECI: HbAlc, $ecerna bolest, usporedba metoda
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9. ABSTRACT

INTRODUCTION: Erythrocytes contain about 95% to 98% of adult hemoglobin (HbA), and
small amount of other products of alternative globin synthesis and post-translational
modification of HbA. Hemoglobin Alc (HbAlc) is the largest fraction of HbA. HbALc is
now used for routine monitoring and prevention of long-term diabetes complications because
it reflects the average blood glucose concentration over the previous 2 to 3 months. Today's
clinical standard for assessing the efficacy of the therapy and the risk of complications of

diabetes is good glycemic control, expressed through HbAlc < 7%.

MATERIALS AND METHODS: 40 full-blood samples were analyzed on Roche Cobas
Integra 400 plus and Humanex Alc analyzers using routine patient samples taken during
standard diagnostic treatment at a hospital. Comparison of methods, immunoassay method

and HPLC was performed.

OBJECTIVES: The aim of this study was to evaluae comparability of rezults for HbAlc

obtained by two different methods.

RESULTS: The results obtained by Passing Bablok and Deming's regression analysis show
that methods are completely comparable because there is no constant or proportional
deviation between the results obtained by the mentioned methods. HPLC method that was

introduced into routine work proved the satisfactory precision.

CONCLUSION: It was shown that there were no significant differences in the results of the
investigated methods, which is extremely important because of the longitudinal monitoring of

patients with diabetes mellitus.

KEY WORDS: HbAlc, diabetes, comparison of the methods

31



10.ZIVOTOPIS

OSOBNI PODACI
Ime i prezime
Adresa
Drzava
Kontakt broj
E-mail

Mjesto i datum rodenja

OBRAZOVANJE

Vrijeme (od - do)

Institucija

Vrijeme (od - do)

Institucija

Dora Lu¢in

Krizine 10, 21 000 Split
Hrvatska

0994560690
dora.lucin@yahoo.com

13.6.1995., Split

2010-2014

V. gimnazija ,,Vladimir Nazor* Split

Zagrebacka 2, 21 000 Split

2014-2017

Sveucilisni odjel zdravstvenih studija
Preddiplomski sveucili$ni studij
Medicinsko laboratorijska dijagnostika

Rudera Boskovica 35, 21 000 Split

32



RADNO ISKUSTVO
Vrijeme (od - do)
Poslodavac

Radno mjesto

Vrijeme (od - do)

Poslodavac

Radno mjesto

DODATNA ZNANJA
STRANI JEZICI

OSTALE
SPOSOBNOSTI

VOZACKA
DOZVOLA

lipanj- rujan 2014-e godine
Galerija ,,In“, Split

Prodavac suvenira i umjetnickih slika

rujan 2016-e — srpanj 2017-e godine
Proteus trgovina
Transporter footwear

Prodavac u du¢anu obuce

Engleski jezik (aktivno)

Talijanski jezik (pasivno)

Odgovornost

Spremnost za rad u timu

Samopouzdanje u prilagodbi novim sredinama

B kategorija

33



