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S01 – La bo ra to rij ska imu no lo gi ja

S01-1

Imu no di jag nos ti ka pa ra neop las tič kog 
sin dro ma

Ma le ni ca B

Za vod za imu no lo gi ju i re fe ren tni cen tar za kli nič ko-la bo ra to rij sku 
imu no di jag nos ti ku imu no loš kih i he ma to loš kih bo les ti Mi nis tar stva 
zdras tva RH i Kli nič kog za vo da za la bo ra to rij sku di jag nos ti ku Kli nič kog 
bol nič kog cen tra Zag reb, Zag reb

S01 – La bo ra to ry im mu no lo gy

S01-1

Im mu no diag no sis of pa ra neop las tic 
syndro me

Ma le ni ca B

De par tme nt of Im mu no lo gy and Re fer ral Cen ter for Clinica l-la bo ra to ry 
Im mu no diag no sis of Im mu no lo gi cal and He ma to lo gi cal Di sea ses,
Mi nis try of Heal th, Re pub lic of Croa tia, and Cli ni cal In sti tu te of
La bo ra to ry Diag no sis, Zag reb Cli ni cal Hos pi tal Cen ter, Zag reb, Croa tia

Pa ra neop las tič ki neu ro loš ki sin dro mi (PNS) veo ma ri jet ko 
se jav lja ju u bo les ni ka sa sta no vi tim zlo ćud nim tu mo ri ma, 
a ni su uz ro ko va ni iz rav nim ši re njem ili me tas ta zi ra njem 
tu mo ra, pop rat nim in fek ci ja ma, kr vno žil nim ili me ta bo-
lič kim po re me ća ji ma, ni ti neu ro tok sič noš ću stan dar dnih 
vi do va li je če nja tu mo ra, kao što su ra dio te ra pi ja i ke mo te-
ra pi ja. Pred mni je va se da je imu nos na reak ci ja va žan čim-
be nik u pa to ge ne zi pa ra neop las tič kih sin dro ma. Nai me, 
au toi mu nos nu reak ci ju po tak nu la bi ek to pič ka ek spre si ja 
nor mal nih tkiv nih neu ron skih an ti ge na u tu mor skim sta-
ni ca ma, a efek tor ski me ha niz mi te pro tu tu mor ske imu no-
reak ci je (sta nič ni i hu mo ral ni) pro tiv tak vih „on ko neu ral-
ni h“ an ti ge na prouz ro či li bi oš te će nja nor mal nog živ ča-
nog tki va sa pos lje dič nom kli nič kom sim pto ma to lo gi jom 
pa ra neop las tič kih sin dro ma u bo les ni ka sa sta no vi tim his-
to loš kim ti pom zlo ćud nog tu mo ra. Kli nič ki sim pto mi mo-
gu bi ti pos lje di ca oš te će nja sre diš njeg i pe ri fer nog živ ča-
nog sus ta va. Teh ni kom se ro loš kog pret ra ži va nja ek spre-
sij ske knjiž ni ce kom ple men tar ne DNA (cDNA) de fi  ni ra na 
su spe ci fi č na an ti ti je la pro tiv broj nih on ko neu ral nih au-
toan ti ge na. U la bo ra to rij skoj imu no di jag nos tič koj prak si 
ta se an ti ti je la de tek ti ra ju in di rek tnom imu nofl  uo res cen-
ci jom (IIF) na tkiv nim pre pa ra ti ma ma log moz ga, pe ri fer-
nog živ ca i fe tal nog cri je va pri ma ta na ko ji ma po ka zu ju 
ka rak te ris tič ni uzo rak imu nofl  uo res cen ci je (preg led ni te-
st) i me to dom Wes ter nblo ta ko ja ot kri va ve za nje spe ci fi č-
nog an ti ti je la za cilj ni an ti gen (potvr dni te st). Dob ro oka-
rak te ri zi ra na an ti ti je la pro tiv on ko neu ral nih an ti ge na pre-
poz na ju pro tei ne u neu ron skoj jez gri (an ti-Hu-AN NA-1; 
an ti-Ri-NO VA1, NO VA2-AN NA-2; an ti-MA2) i pro tei ne u 
neu ronskoj ci top laz mi (an ti-Yo-CDR2-PCA-1; an ti-Tr-PCA-
Tr; an ti-CV2-CR MP5; an ti-am fi  fi  zin). Sva spo me nu ta an ti-
neu ron ska an ti ti je la sas tav ni su dio di jag nos tič kih kri te ri-
ja na te me lju ko jih se pos tav lja „ko nač na“ ili sa mo „vje ro-
jat na“ di jag no za pa ra neop las tič kog sin dro ma u do tič nog 
bo les ni ka. Na laz sta no vi tog an ti ti je la, ili vi še njih is to dob-
no, ka rak te ri zi ra od re đe ni pa ra neop las tič ki sin drom i zlo-
ćud ni tu mor ko ji je naj češ će s njim ud ru žen.

e-poš ta: b_ma le ni ca @ya hoo.com

Para neop las tic neu ro lo gi cal syndro mes (PNS) oc cur ve ry 
ra re ly in pa tien ts wi th can cer pro vi ded that they are not 
cau sed by in va sion of the tu mor or its me tas ta ses, by in-
fec tion, is che mic or me ta bo lic di sor de rs, or neu ro toxi ci ty 
of the stan da rd can cer treat men ts su ch as a ra diot he ra-
py and che mot he ra py. Im mu no lo gic fac to rs ap pear im-
por ta nt in the pat ho ge ne sis of PNS be cau se an ti-neu ro-
nal au toan ti bo dies and T-ce ll res pon ses again st ner vous 
system an ti ge ns ha ve been de fi  ned for ma ny of the se 
di sor de rs. Im mu no lo gic res pon se is eli ci ted by ec to pic 
expres sion of neu ro nal an ti ge ns by the tu mor. The cli ni-
cal pre sen ta tion of neu ro lo gi cal sympto ms is cau sed by 
au toim mu ne reac tio ns di rec ted again st an ti ge ns com-
mon to bo th the can cer and the ner vous system, de sig-
na ted as “on co neu ro na l“ an ti ge ns. Pa ra neop las tic neu ro-
lo gi cal syndro me can aff  e ct any pa rt of the cen tral and 
pe rip he ral ner vous system. In re ce nt yea rs, a few spe ci-
fi c an ti bo dies di rec ted again st diff  e re nt „on co neu ro na l“ 
an ti ge ns ha ve been iden ti fi ed and mo le cu lar ly cha rac-
te ri zed by se ro lo gic scree ni ng of com ple men ta ry DNA 
(cDNA) expres sion lib ra ries of pa tien ts wi th PNS. In rou-
ti ne la bo ra to ry im mu no diag no sis, the se au toan ti bo dies 
are de tec ted by in di re ct im mu nofl  uo res cen ce (IIF) on pri-
ma te tis sue pre pa ra tio ns of ce re bel lum, pe rip he ral ner ve 
and fe tal in tes ti ne (scree ni ng te st) and by Wes te rn blot 
ana lysis wi th spe ci fi c re com bi na nt an ti ge ns (con fi r ma-
tion te st). Diag nos tic pa ra neop las tic au toan ti bo dies di-
rec ted again st “on co neu ro na l“ an ti ge ns re cog ni ze neu-
ro nal nuc lear pro teins (an ti-Hu-AN NA-1; an ti-Ri-NO VA1, 
NO VA2-ANNA-2; an ti-MA2) and neu ro nal cytop las mic 
pro tei ns (an ti-Yo- CDR2-PCA-1; an ti-Tr-PCA-Tr; an ti-CV2-
CR MP5; an ti-am phip hysin). All the se pa ra neop las tic au-
toan ti bo dies are in clu ded in diag nos tic cri te ria in reac hi-
ng de ci sion be tween “de fi  ni te“ and on ly “possible“ pa ra-
neop las tic neu ro lo gi cal syndro mes. One or mo re po si ti ve 
neu ro nal nuc lear or neu ro nal cytop las mic au toan ti bo-
dies ob ser ved in pa tien ts wi th pa ra neop las tic di sor de rs 
are con nec ted wi th spe ci fi c neu ro lo gi cal syndro me and 
wi th pa tie nt’s neop la sm.

e-mail: b_ma le ni ca @ya hoo.com
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Ideal ni tu mor ski mar ker bio bi onaj ko ji bi se mo gao od re-
di ti jed nos tav nim tes tom iz kr vi, ko jim bi se mo gao ot kri ti 
rak i či ja ra zi na u kr vi bi ko re li ra la sa sta di jem i nap re do-
va njem ma lig ne bo les ti. Ti je kom pos ljed njih tri de set go-
di na raz li či ti pro tei ni, hor mo ni i en zi mi su se ko ris ti li kao 
tu mor ski mar ke ri. Me đu tim, zbog ne dos tat ne os jet lji vos-
ti i spe ci fi č nos ti ni ti je dan od njih ni je za do vo ljio kri te ri-
je za ideal ni tu mor ski mar ker. Ot kri će raz li či tih pro tu ti je la 
u se ru mu bo les ni ka s tu mo ri ma ot vo ri lo je no ve mo guć-
nos ti u di jag nos ti ci ra ka. Ta pro tu ti je la su na đe na u kr vi 
bo les ni ka s raz li či tim vr sta ma tu mo ra. Čim be ni ci ko ji mo-
gu ima ti ulo gu u pa to ge ne zi au toan ti ti je la u bo les ni ka s 
ra kom su sli je de ći: imu nos na reak ci ja do ma ći na na tu mo-
r-spe ci fi č ne an ti ge ne, des truk ci ja tu mor ske sta ni ce zbog 
ko je do la zi do ot puš ta nja an ti ge na i po re me ća ji re gu la-
ci je imu nos nog sus ta va do ma ći na po tak nu ti neop las tič-
kim pro ce som. Re gu la ci ja i lo ka li za ci ja raz li či tih pro tei na 
mo že bi ti raz li či ta u tu mor skim sta ni ca ma u od no su na 
nor mal ne sta ni ce. Ta ko su dva ti pa en zi ma cA MP-o vis ne 
pro tein ki na ze A (PKA) u nor mal nim sta ni ca ma smješ te ni 
is klju či vo unu tar stra ni ce, dok ma lig ne sta ni ce PKA iz lu-
ču ju u me dij u ko jem ras tu. Taj se cer ni ra ni ob lik je naz-
van ek stra ce lu lar na pro tein ki na za A (ECPKA) i po ve zan 
je s imu nos nom reak ci jom do ma ći na. Pro tu ti je la na ECP-
KA mo gu se ut vr di ti ko riš te njem en zim skog imu no tes ta 
(EIA). Ta pro tu ti je la su ut vr đe na u raz li či tim tu mo ri ma uk-
lju ču ju ći kar ci no me plu ća, doj ke i pros ta te. EIA me to dom 
mje re se IgG pro tu ti je la na ECPKA. Ta me to da je po ka za-
la 90% os jet lji vo st i 87% spe ci fi č no st, dok en zim ski te st 
ko jim se od re đu je sa ma PKA po ka zu je 83% os jet lji vos ti i 
80% spe ci fi č nos ti. Ve ća os jet lji vo st i spe ci fi č no st po ka za-
na je i u is tra ži va nji ma au toan ti ti je la pro tiv dru gih tu mor-
skih mar ke ra (VEGF, CA125, AFP) u od no su na od re đi va nje 
sa mih an ti ge na. Po ka za no je i da de tek ci ja au toan ti ti je la 
mo že bi ti ko ris na u raz li ko va nju po vi še ne ra zi ne tu mor-
skih mar ke ra u bo les ni ka s kar ci no mom u od no su na po-
vi še nje uv je to va no upa lom. Od re đi va nje au toan ti ti je la u 
se ru mu bo les ni ka mo že dop ri ni je ti ra nom ot kri va nju ma-
lig ne bo les ti. Pred nos ti ovog pris tu pa u od no su na do sa-
daš nje je ve ća os jet lji vo st i spe ci fi č no st.

e-poš ta: ana.kulic1@zg.t-com.hr

S01-2

Ulo ga au toan ti ti je la u ra nom ot kri va nju 
kar ci no ma

Kulić A1, Vr ba nec D2

1Za vod za pa to fi  zio lo gi ju, Kli nič ki bol nič ki cen tar Zag reb, Zag reb
2Kli ni ka za on ko lo gi ju, Kli nič ki bol nič ki cen tar Zag reb, Zag reb

S01-2

The ro le of au toan ti bo dies in ear ly de tec tion 
of can cer

Kulić A1, Vr ba nec D2

1De par tme nt of Pat hop hysio lo gy, Zag reb Uni ver si ty Hos pi tal Cen ter, 
Zag reb, Croa tia
2De par tme nt of Me di cal On co lo gy, Zag reb Uni ver si ty Hos pi tal Cen ter, 
Zag reb, Croa tia

An ideal tu mor mar ker wou ld be as ses sab le by sim ple 
blood te st, wou ld ha ve po ten tial to de te ct can cer and 
its le ve ls wou ld cor re la te wi th the sta ge and prog res sion 
of ma lig na nt di sea se. Du ri ng pa st thir ty yea rs ma ny pro-
tei ns, hor mo nes and en zymes ha ve been used as tu mor 
mar ke rs. Howe ver, due to the la ck of sen si ti vi ty and spe-
ci fi  ci ty no one of the se mar ke rs cou ld ful fi  ll the cri te ria 
of ideal tu mor mar ker. De tec tion of va rious au toan ti bo-
dies in se rum of can cer pa tien ts has ope ned a new ga-
teway for can cer diag no sis. The se an ti bo dies ha ve been 
de tec ted in se rum of pa tien ts wi th can cer of va rious ce ll 
types. The fac to rs that may ha ve im pa ct in pat ho ge ne sis 
of the se au toan ti bo dies in clu de: ho st im mu ne res pon se 
to tu mo r-as so cia ted an ti ge ns, an ti gen re lea se from des-
troyed cel ls and im mu ne dysre gu la tion of the ho st in du-
ced by neop las tic pro ce ss. The re gu la tion and lo ca li za-
tion of va rious pro tei ns may be diff  e re nt in tu mor cel ls in 
com pa ri son wi th their nor mal coun ter par ts. For exam ple 
two types of cA MP-de pen de nt pro tein ki na se (PKA) are 
lo ca li zed stric tly in tra cel lu lar ly in nor mal cel ls, whi le PKA 
is sec re ted in the me dium by va rious can cer cel ls. That 
sec re ted fo rm is cal led extra cel lu lar PKA (ECPKA) and it 
is ac com pa nied wi th ho st im mu ne res pon se. Au toan ti-
bo dies to ECPKA cou ld be de tec ted in serum usi ng im-
mu noas say met hod (EIA). Au toan ti bo dies again st ECPKA 
ha ve been de tec ted in va rious tu mo rs in clu di ng car ci no-
ma of the lu ng, brea st and pros ta te. EIA met hod mea su-
res the an ti-I gG au toan ti bo dies to ECPKA. This met hod 
has shown 90% sen si ti vi ty and 87% spe ci fi  ci ty com pa red 
to the 83% sen si ti vi ty and 80% spe ci fi  ci ty of the met hod 
that de tec ts di rec tly PKA (PKA en zyma tic es say). Hig her 
sen si ti vi ty and spe ci fi  ci ty has been ob ser ved in tes ti ng 
va rious ot her au toan ti bo dies to tu mor mar ke rs li ke VEGF, 
CA125 and AFP, in com pa ri son wi th con ven tio nal met ho-
ds. De tec tion of au toan ti bo dies may be hel pful in dis tin-
guis hi ng the ele va ted le ve ls of tu mor mar ke rs cau sed by 
can cer from ele va ted le ve ls due to in fl am ma tion. In con-
clu sion, de tec tion of au toan ti bo dies in se rum may be va-
luab le new ap proa ch in ear ly diag no sis of ma lig na nt di-
sea se. The ad van ta ges of this ap proa ch are its in crea sed 
sen si ti vi ty and spe ci fi  ci ty.

e-mail: ana.kulic1@zg.t-com.hr
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S01-3

No vos ti u se ro loš koj di jag nos ti ci ce li ja ki je

Te ši ja Ku na A

Kli nič ki za vod za ke mi ju, Kli nič ka bol ni ca Ses tre mi los r dni ce, Zag reb

S01-3

News in se ro lo gic diag no sis of ce liac di sea se

Te ši ja Ku na A

Uni ver si ty De par tme nt of Che mis try, Ses tre Mi los r dni ce Uni ver si ty
Hos pi tal, Zag reb, Croa tia

Ce li ja ki ja je kro nič na upal na au toi mu na bo le st ko ju u ge-
net ski pre dis po ni ra nih oso ba uz ro ku je glu ten (mje ša vi na 
pro tei na pri sut nih is klju či vo u ži ta ri ca ma), uz dje lo va nje 
dru gih oko liš nih čim be ni ka. Bo le st ka rak te ri zi ra at ro fi  ja re-
si ca sluz ni ce tan kog cri je va, po ve ća nje bro ja in trae pi tel nih 
lim fo ci ta i hi per pla zi ja krip ti iz me đu re si ca. Us li jed iz ra zi-
to raz no li ke kli nič ke pre zen ta ci je, ko ja va ri ra od asim pto-
mat ske do kla sič nog ob li ka sa sim pto mi ma teš ke ma lap-
sor pci je, ce li ja ki ja je bo le st ko ja čes to bi va nep re poz na ta 
pa je sto ga nje zi na pre va len ci ja u op ćoj po pu la ci ji uve li ke 
pod ci je nje na. Ia ko je se ro lo gi ja pri je ko pot re ban seg me nt 
u di jag nos tič koj eva lua ci ji ce li ja ki je, ka rak te ris ti čan his to-
loš ki na laz u biop ta tu sluz ni ce tan kog cri je va još pred stav-
lja zlat ni stan da rd za pot vr du di jag no ze. Raz vo jem no vih 
tes to va i teh no lo gi ja unap ri je đe no je se ro loš ko tes ti ra nje 
pri sum nji na ce li ja ki ju. Da nas je od re đi va nje an ti ti je la us-
mje re nih na na tiv ni gli ja din (AGA) iz gu bi lo svo ju ulo gu u 
di jag nos ti ci ce li ja ki je zbog ne do volj ne os jet lji vos ti i spe-
ci fi č nos ti. No ve pre po ru ke za pro bir ni pa nel na ce li ja ki ju 
uk lju ču ju mje re nje kon cen tra ci je ukup nog IgA (u svr hu is-
klju či va nja IgA de fi  ci ta) te kon cen tra ci je IgA au toan ti ti je-
la na tkiv nu tran sglu ta mi na zu (an ti-tTG), tes tom u ko jem 
se kao an ti gen ko ris ti re kom bi nan tni ili pro čiš će ni hu ma-
ni tTG. Ia ko se po ka za lo da an tien do mi zij ska au toan ti ti je la 
(EMA) ima ju ma lo ve ću spe ci fi č no st za ce li ja ki ju u od no-
su na an ti-tTG, in ter pre ta ci ja re zul ta ta tes ta je sub jek tiv-
na i sto ga se sve češ će zam je nju je s an ti-tTG tes tom. Oba 
tes ta ima ju vr lo vi so ku ne ga tiv nu pre dik tiv nu vri jed no st, 
a po zi ti van re zul tat iden ti fi  ci ra pa ci jen te ko ji ma se pre po-
ru ču je biop si ja tan kog cri je va u svr hu pot vr de ce li ja ki je. 
U slu ča ju do ka za nog IgA de fi  ci ta pre po ru ču je se mje re nje 
an ti-tTG IgG kla se. Ne dav no su opi sa na spe ci fi č na an ti ti je-
la us mje re na na gli ja din ske pep ti de dea mi di ra ne tkiv nom 
tran sglu ta mi na zom (DGP). Pre ma tre nut nim saz na nji ma, 
an ti-DGP te st ima pod jed na ku os jet lji vo st i spe ci fi č no-
st za ce li ja ki ju kao i an ti-tTG, a di jag nos tič ki je naj ko ris ni-
ji po naj pri je u slu ča ju ne ga tiv nog ili gra nič nog re zul ta ta 
an ti-tTG uz iz ra zi tu kli nič ku sum nju na ce li ja ki ju. S dru ge 
stra ne, an ti-DGP an ti ti je la po ka za la su se bo ljim bi lje gom 
za kon tro lu prid r ža va nja bez glu ten ske preh ra ne i opo rav-
ka cri jev ne sluz ni ce u od no su na an ti-tTG.

e-poš ta: an drea.kuna@gmail.com

Celiac di sea se (CD) is a chro nic in fl am ma to ry au toim mu-
ne di sea se in du ced in ge ne ti cal ly sus cep tib le in di vi dua ls 
by die ta ry glu ten (a mixtu re of pro tei ns pre se nt exclu si-
ve ly in ce rea ls) wi th in te rac tion of ot her en vi ron men tal 
co fac to rs. Di sea se is cha rac te ri zed by fl at te ned vil li on 
the sma ll bowel mu co sa, in crea sed num ber of in trae pit-
he lial lympho cytes and crypt hyper pla sia. Due to the di-
ver se cli ni cal he te ro ge ni ty ran gi ng from asympto ma tic 
to se ve re ly mal nou ris hed pa tien ts, CD has been se rious ly 
un der diag no sed wor ldwi de.
Se ro lo gy rep re sen ts an es sen tial pa rt in the diag nos tic 
eva lua tion of CD but sti ll, his to lo gy of sma ll bowel biop-
sies is re gar ded as the go ld stan da rd for diag no sis. The 
de ve lop me nt of new tes ts and tec hno lo gies has im pro-
ved the tes ti ng op tio ns for CD. Nowa days, the mea su re-
me nt of an ti bo dies again st na ti ve glia din (AGA) in diag-
no si ng CD be co mes ob so le te owi ng to its la ck of sen si-
ti vi ty and spe ci fi  ci ty. The new re com men ded scree ni ng 
pa nel for CD com pri se the mea su re me nt of to tal IgA (in 
or der to exclu de the IgA de fi  cien cy) fol lowed wi th mea-
su re me nt of IgA cla ss an ti-tis sue tran sglu ta mi na se (an-
ti-tTG) au toan ti bo dies, uti li zi ng re com bi na nt or pu ri fi ed 
hu man tTG as an ti gen in te st. Al thou gh his to ri cal an ti-
en do mysial au toan ti bo dies (EMA) are slig htly mo re spe-
ci fi c than an ti-tTG, the in ter pre ta tion of the te st re su lt is 
aff  ec ted by sub jec ti vi ty and the re fo re mos tly rep la ced by 
tTG te st. Bo th tes ts ha ve ve ry hi gh ne ga ti ve pre dic ti ve va-
lue, whi le po si ti ve te st re sul ts iden ti fy patien ts that shou-
ld un der go sma ll-bowel biop sy in or der to con fi  rm CD. 
In the ca se of IgA de fi  cien cy, mea su re me nt of an ti-tTG-I-
gG is re com men ded. Re cen tly, spe ci fi c an ti bo dies again-
st synthe tic pep ti des de ri ved from par tial ly dea mi da ted 
glia din pep ti des (DGP) throu gh the ac tion of tTG, we re 
des cri bed. Ac cor di ng to pre se nt da ta, an ti-DGP te st has 
com pa rab le sen si ti vi ty and spe ci fi  ci ty as that of an ti-tTG 
for CD and shou ld be used in the eve nt of an ti-tTG ne-
ga ti ve or equi vo cal re su lt in pa tien ts wi th stro ng cli ni cal 
sus pi cion of CD. On the ot her ha nd, an ti-DGP te st per fo-
rm bet ter than an ti-tTG in the as ses sme nt of die ta ry com-
plian ce and mu co sal re co ve ry.

e-mail: an drea.kuna@gmail.com
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S01-4

La bo ra to rij ska di jag nos ti ka au toi mu nih 
bo les ti – no ve teh no lo gi je, sta re di le me

Salamunić I

Od jel za me di cin sku la bo ra to rij sku di jag nos ti ku, Kli nič ki bol nič ki cen tar 
Split, Split

S01-4

La bo ra to ry diag no sis of au toim mu ne di sea-
ses – new tec hno lo gies, old di lem mas

Salamunić I

De par tme nt of Me di cal La bo ra to ry Diag no sis, Split Uni ver si ty Hos pi tal 
Cen ter, Split, Croa tia

Au toi mu ne bo les ti pos lje di ca su imu no loš ke reak ci je pro-
tiv vlas ti tih an ti ge na. Ka rak te ri zi ra ih po ja va spe ci fi č nih 
au toan ti ti je la. Di jag no za se pos tav lja na te me lju kli nič kih 
sim pto ma i de tek ti ra njem spe ci fi č nih au toan ti ti je la.
U ru tin skom ra du imu no loš kog la bo ra to ri ja ko ris te se 
broj ne teh ni ke i me to de za do ka zi va nje po naj pri je au-
toan ti ti je la, a rje đe an ti ge na. Kon ven cio nal ne me to de u 
de tek ci ji au toan ti ti je la jav lja ju se 1957. go di ne, te su od 
ta da raz vi ja ne broj ne teh ni ke i me to de ko je se prim je-
nju ju u kli nič koj i la bo ra to rij skoj prak si. Imu no ke mij ske 
me to de kao in di rek tna imu nofl  uo res cen ci ja (IIF), pa siv na 
ag lu ti na ci ja (PA), imu no di fu zi ja (ID), imu nop re ci pi ta ci ja 
(IPA) i imu nob lot (IB) da ju kva li ta tiv ne re zul ta te, a imu no-
met rij ske me to de kao ra dioi mu no loš ka (RIA), en zim skoi-
mu no ke mij ska (EIA), fl uo roi mu no ke mij ska (FIA) i ke mi lu-
mi nis cen tna imu noa na li za (CLIA) da ju kvan ti ta tiv ne re zul-
ta te za od re đe no au toan ti ti je lo. U de tek ci ji an ti nuk lear-
nih an ti ti je la (ANA), naj češ će pr voj pret ra zi u di jag nos ti ci 
au toi mu nih bo les ti, kao me to da pro bi ra se ko ris ti IIF na 
sup stra tu sta nič ne kul tu re HE p-2 sta ni ca. IIF je os jet lji va i 
spe ci fi č na, ali ne do volj no rep ro du ci bil na me to da. EIA za 
do ka zi va nje ANA ko ris ti an ti ge ne prip rem lje ne iz HE p-2 
sta ni ca je au to ma ti zi ra na, rep ro du ci bil na i do nek le stan-
dar di zi ra na. Me đu tim, u kli nič koj eva lua ci ji dob ro de fi -
ni ra nih pa ci je na ta sa skle ro der mom ana li za ANA HE p-2 
EIA tes tom da je ma nje po zi tiv nih re zul ta ta u od no su na 
ANA IIF. Za toč no od re đi va nje po je di nač nog au toan ti ti-
je la važ no je pre poz na va nje kli nič kih sim pto ma i poz na-
va nje bio ke mij skih ka rak te ris ti ka cilj nog an ti ge na, ka ko 
bi se izab rao od go va ra ju ći te st. Mno ge stu di je uka zu ju na 
zna čaj nu ana li tič ku va ri ja bil no st stan dar di zi ra nih tes to va 
raz li či tih proiz vo đa ča. Ovak vi re zul ta ti uka zu ju na pot re-
bu stan dar di za ci je pro ce sa ana li ze te prim je nu neo vis no-
ga ili in ter na cio nal nog stan dar da.
No va, mul tip leks-teh no lo gi ja, ko ja se ko ris ti u de tek ci ji 
au toan ti ti je la, omo gu ću je spa ja nje vi šes tru kih tes to va i 
is tov re me no mje re nje vi še ana li ta u jed nom uzor ku. No, 
broj ni po da ci o us po re di vos ti me to de s IIF ili EIA uka zu ju 
na pos to ja nje laž no po zi tiv nih ili laž no ne ga tiv nih re zul-
ta ta.
Re zul ta ti raz li či tih la bo ra to ri ja ili kli nič kih stu di ja čes to ni-
su uspo re di vi što sla bi zna čaj me di ci ne te me lje ne na do-
ka zi ma (en gl. evi den ce-ba sed me di ci ne, EBM).

Au toim mu ne di sea se oc cu rs when the bo dy’s im mu ne 
system be gi ns to at ta ck its own an ti ge ns. A hal lma rk is 
the pro duc tion of hi gh-affi    ni ty au toan ti bo dies. The diag-
no sis of au toim mu ne di sea ses de pen ds on the iden ti fi  ca-
tion of di sea se-as so cia ted cli ni cal sympto ms and is as so-
cia ted wi th the de tec tion of au toan ti bo dies.
Au toim mu ni ty la bo ra to ries ana lyse and mea su re an in-
crea si ng num ber of au toan ti bo dies em ployi ng broad 
spec trum of tec hniques and met ho ds. Con ven tio nal im-
mu noas say met ho ds we re fi r st de ve lo ped in 1957. Sin-
ce then, se ve ral tec hno lo gies ha ve been de ve lo ped and 
used in cli ni cal prac ti ce. Im mu noc he mi cal met ho ds li ke 
im mu nofl  uo res cen ce (IIF), pas si ve ag glu ti na tion (PA), im-
mu no diff  u sion (ID), im mu nop re ci pi ta tion (IPA), im mu-
nob lot (IB), ha ve al lowed qua li ta ti ve re sear ch de fi  ni ng 
the pre sen ce or ab sen ce of au toan ti bo dies in the se rum 
of pa tien ts. Im mu no met ric met ho ds li ke ra dioim mu noas-
say (RIA), en zyme im mu noas say (EIA), fl uo roim mu noas-
say (FIA), che mi lu mi nes ce nt im mu noas say (CLIA), ha ve 
al lowed quan ti ta ti ve mea su re me nt of an ti bo dy con cen-
tra tio ns. A va rie ty of tec hniques ha ve been used to de-
ve lo ped spe ci fi c tes ts for an ti nuc lear an ti bo dy (ANA). IIF 
met hod used of HE p-2 cel ls as sub stra te has re mai ned 
the go ld stan da rd for ANA de tec tion. This hig hly sen si-
ti ve and spe ci fi c met hod has so me li mi ta tio ns. The HE-
p-2 an ti nuc lear an ti bo dy EIA (HE p-2 ANA EIA) is au to ma-
ted met hod wi th hi gh rep ro du ci bi li ty and wi th in ter nal 
ca lib ra tion as a ba sis for stan dar di sa tion. But, for exam-
ple, eva lua tion of cli ni cal ly we ll-de fi  ned sam ples in ca se 
of scle ro der ma pa tien ts, HE p-2 ANA EIA yiel ded a lower 
ra te of po si ti ve re sul ts com pa red to ANA IIF. The ac cu ra-
te de ter mi na tion of sin gle an ti bo dy spe ci fi  ci ties requi res 
a per fe ct un der stan di ng of their cli ni cal sig ni fi  can ce, as 
we ll as the bioc he mi cal cha rac te ris ti cs of the tar get anti-
ge ns and se lec tion the mo st ap prop ria te te st syste ms. 
Many stu dies con duc ted un der stan dar di zed con di tio ns 
showed the ana lyti cal va ria bi li ty of diff  e re nt te st syste ms. 
Re sul ts of the se stu dies un der li ne the need for a dras tic 
stan dar di za tion of the pro ce du res used and the im por-
tan ce of in de pen de nt ca lib ra tors or in ter na tio nal stan-
dar ds.
Mul tip lex tec hno lo gies for the stu dy of au toan ti bo dy 
pro fi  les are the new tec hno lo gies. The pos si bi li ty of si-
mul ta neous mea su ri ng a num ber of cor re la ted ana lytes 
(mul tip lexi ng) over co mes so me li mi ta tio ns of con ven tio-
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Prim je na teh no lo gi ja pro teo mi ke kao no ve mo guć nos ti 
mož da će izaz va ti preok ret u pris tu pu i kli nič koj i la bo ra-
to rij skoj di jag nos ti ci au toi mu nih bo les ti.
Stan dar di za ci ja u de tek ci ji au toan ti ti je la bi lo „sta ri h“ ili 
„no vi h“ me to da i teh no lo gi ja je neop hod na zbog pos tav-
lja nja is prav nih di jag no za i li je če nja au toi mu nih bo les ti. 
Zbog to ga se mno ge in sti tu ci je ba ve prob le mom stan-
dar di za ci je. Me đu nji ma je i Od bor za stan dar di za ci ju au-
toan ti ti je la (en gl. The Au toan ti bo dy Stan dar di sa tion Com-
mit te, ASC) ko ji je još osam de se tih go di na proš lo ga sto-
lje ća uo čio pot re bu za re fe ren tnim se ru mom hu ma no ga 
po ri jek la u stan dar di za ci ji. Pri je ne ko li ko go di na os no va-
na gru pa Eu rop ske ini ci ja ti ve za stan dar di za ci ju u di jag-
nos ti ci au toi mu nih bo les ti (en gl. The Eu ro pean Au toim mu-
ni ty Stan dar di sa tion Ini tia ti ve, EASI) ima za cilj po tak nu ti 
in te rak ci ju la bo ra to ri ja i kli nič ke prak se, har mo ni zi ra ti de-
tek ci ju au toan tit je la te dop ri ni je ti kon cep tu stan dar di za-
ci je i di jag nos tič ke stra te gi je u pod ruč ju dijag nos ti ke au-
toi mu nih bo les ti.

e-poš ta: il za.salamunic@gmail.com

nal met ho ds. Howe ver, the da ta do not cor re la te we ll wi-
th re sul ts ob tai ned from IIF tes ti ng or EIA sug ges ti ng hi-
gh ra tes of bo th fal se po si ti ve and fal se ne ga ti ve re sul ts.
Re sul ts ob tai ned in la bo ra to ries or in diff  e re nt cli ni cal 
stu dies are not in ter chan geab le always, whi ch im pai rs 
evi den ce-ba sed me di ci ne (EBM).
The ap pli ca tion of pro teo mic tec hno lo gies to the diag no-
sis of au toim mu ne di sea se has ope ned up new diag nos ti-
cs pos si bi li ty whi ch may re vo lu tio ni ze diag nos ti cs pro ce-
du res in fu tu re.
Stan dar di sa tion of au toan ti bo dy as say „ol d“ or „new“ is 
cri ti cal to their use in the cli nic to pre di ct diag no se and 
treat a ve ry di ver se group of au toim mu ne di sor de rs.
The Au toan ti bo dy Stan dar di sa tion Com mit te (ASC) was 
es tab lis hed in the ear ly 1980s ba sed on the re cog ni sed 
nee ds for re fe ren ce hu man au toim mu ne se ra in stan-
dar di sa tion. Eu ro pean Au toim mu ni ty Stan dar di sa tion 
Ini tia ti ve (EASI) was for med to dis cu ss how in te rac tion 
be tween la bo ra to ries and cli ni cs cou ld be im pro ved in 
prac ti ce, how al go rit hms in au toan ti bo dy tes ti ng cou-
ld be har mo ni zed, and what an in ter na tio nal con ce pt of 
stan dar di sa tion of diag nos tic stra te gies in this area cou ld 
be look li ke.

e-mail: il za.salamunic@gmail.com

S01-5

No va stra te gi ja u di jag nos ti ci mo nok lon skih 
ga ma pa ti ja

Matišić D

Kli nič ki za vod za la bo ra to rij sku di jag nos ti ku Me di cin sko ga fa kul te ta 
Sveu či liš ta u Zag re bu, Kli nič ki bol nič ki cen tar Zag reb, Zag reb

S01-5

New stra te gy in diag no sis of mo noc lo nal 
gam mo pat hies

Matišić D

Cli ni cal In sti tu te of La bo ra to ry Diag no sis, Zag reb Uni ver si ty School of 
Me di ci ne and Cli ni cal Hos pi tal Cen ter, Zag reb, Croa tia

Mo nok lon ske ga ma pa ti je (MG) spa da ju u sku pi nu imu-
nop ro li fe ra tiv nih bo les ti ko je ka rak te ri zi ra pri sut no st mo-
nok lon skih kom po nen ti u se ru mu i/ili mok ra ći ko je stva ra 
klon B-sta ni ca podvr gnut ge ne tič koj tran sfor ma ci ji. Tak-
vo sta nje mo že bi ti pos lje di ca be nig ne ili ma lig ne bo les ti 
ko ja se on da ma ni fes ti ra kli nič kim sim pto mi ma od asim-
pto mat sko ga nep rog re siv nog sta di ja do ma lig nog ag re-
siv nog mul tip log mi je lo ma ili lim fo ma.
La bo ra to rij ska di jag nos ti ka MG obuh va ća od re đi va nje 
ukup nih pro tei na u se ru mu, elek tro fo re zu se rum skih pro-
tei na (SPE), imu nog lo bu li na G, A i M (IgG, IgA, IgM), de fi  ni-
ra nje raz re da i ti pa even tual no pri sut no ga mo nok lon skog 
imu nog lo bu li na (M Ig), be ta-2-mik rog lo bu li na, krea ti ni na 
i kal ci ja u se ru mu, te pot vr đi va nje mo nok lon skih slo bod-

Monoc lo nal gam mo pat hies (MG) be lo ng to the group of 
im mu nop ro li fe ra ti ve di sea ses cha rac te ri zed by the pre-
sen ce of mo noc lo nal com po nen ts in se rum and/or uri ne 
that are pro du ced by B-ce ll clo ne sub jec ted to ge ne tic 
tran sfor ma tion. Su ch con di tion can be the con sequen ce 
of be ni gn or ma lig na nt di sea se that ma ni fes ts in cli ni cal 
sympto ms from asympto ma tic non prog res si ve sta ge to 
ma lig na nt ag gres si ve mul tip le mye lo ma or lympho ma. 
La bo ra to ry diag no sis of MG com pri ses de ter mi na tion of 
se rum to tal pro tei ns, se rum pro tein elec trop ho re sis (SPE), 
im mu nog lo bu li ns G, A and M (IgG, IgA, IgM), de fi  ni tion of 
the cla ss and type of pos sib ly pre se nt mo noc lo nal im mu-
nog lo bu lin (M Ig), be ta-2-mic rog lo bu lin, crea ti ni ne and 
se rum cal cium, and con fi r ma tion of mo noc lo nal free lig-
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ht chai ns (BJP) by im mu no fi xa tion (IF) in se rum and 24-h 
uri ne.
The de ve lop me nt of the Free Lig ht Chain rea ge nt enab-
led rou ti ne quan ti ta ti ve de ter mi na tion of kap pa and lam-
bda type BJP, and in crea sed the cli ni cal sig ni fi  can ce of 
BJP.
Se rum BJP con cen tra tion cor re la tes on ly wi th bo ne mar-
row ac ti vi ty, in di ca ti ng that BJP fi n di ng can be an in de-
pen de nt mar ker of MG. A par ti cu lar ly im por ta nt as pe ct 
of BJP is their sho rt ha lf-li fe: 2-3 hou rs for kap pa and 5-6 
hou rs for lam bda, whi ch is a 150-fold shor ter pe riod than 
21 days that is, e.g., an IgG ha lf-li fe. Thus, BJP con cen tra-
tion al lows ve ry ra pid as ses sme nt of che mot he ra py ef-
fec ts: 92-128 days fas ter than M Ig con cen tra tion.
BJP con cen tra tion de pen ds on the pro duc tion of plas ma 
cel ls, but al so on re nal clea ran ce. Po lyclo nal im mu nog lo-
bu lin synthe sis and/or kid ney le sion may re su lt in 10-20-
fold in crea sed synthe sis of se rum BJP. Re nal BJP excre tion 
in crea ses wi th BJP se rum con cen tra tion but sig ni fi  can-
tly dro ps when the hi gh con cen tra tion is com bi ned wi th 
kid ney le sion. In two se pa ra te stu dies, Kat zma nn JA. and 
Hi ll PG. showed on a hi gh num ber of pa tien ts that fal se 
po si ti ve re sul ts of se rum BJP, and fal se ne ga ti ve in uri ne, 
can be fou nd due to kid ney le sion (in approxi ma te ly 25% 
of MG pa tien ts).
BJP ac cu mu la tion is the di re ct cau se of pat ho lo gi cal pro-
ces ses in tu bu loin ter sti tial le sion. Af ter fi l tra tion, BJP are 
bou nd to he te ro me ric re cep to rs that con si st of cu bi lin 
and me ga lin and thus ini tia te reab sor ption in to proxi mal 
tu bu les. Fol lowi ng en do cyto sis and hydro lysis, BJP re tu rn 
as ami no aci ds in to cir cu la tion. BJP are toxic due to pos-
sib le in te rac tio ns wi th all nep hron seg men ts. Nep hro-
toxic po ten tial of BJP is de pen de nt on their physi co-che-
mi cal con te nt and on the im pa ct of their en vi ron me nt.
The col lec tion of 24-h uri ne is cum ber so me for pa tien ts 
and mos tly in cor re ct. The la bo ra to ry pro ce du re of mo-
noc lo nal pro tein eva lua tion is con si de rab ly pro lon ged 
due to 24-h uri ne ana lysis. This is why ma ny cli ni cia ns 
sug ge st that 24-h uri ne shou ld be eli mi na ted from pro-
tein M scree ni ng. Uri ne is to be ana lyzed dis con ti nuous ly, 
i.e. in ca se of va rious dis pro tei ne mias and for mo ni to ri-
ng di sea ses af ter a mo noc lo nal pro tein had al rea dy been 
iden ti fi ed.
The ap pli ca tion of the prog ram of se rum to tal pro tein de-
ter mi na tion, a quan ti ta ti ve de ter mi na tion of kap pa and 
lam bda type BJP in se rum and of their ra tio eli mi na tes 
the need to col le ct 24-h uri ne, whi ch con si de rab ly re du-
ces the pro ce ss of de fi  ni ng mo noc lo nal com po nen ts.

e-mail: dma ti sic@kbc-zag reb.hr

nih la kih la na ca (BJP) imu no fi k sa ci jom (IF) u se ru mu i 24-
satnoj mok ra ći.
Raz voj rea gen sa Free Lig ht Chain omo gu ćio je ru tin sko 
kvan ti ta tiv no od re đi va nje BJP ti pa ka pa i lam bda te po ve-
ćao kli nič ku važ no st BJP.
Se rum ska kon cen tra ci ja BJP ko re li ra sa mo s ak tiv noš ću 
koš ta ne sr ži, što zna či da nji hov na laz mo že bi ti neo vi san 
bi ljeg MG. Je dan po seb no va žan as pe kt BJP je nji hov kra-
tak po lu ži vot: 2-3 sa ta za ka pu i 5-6 sa ti za lam bdu, što je 
150 pu ta kra će vri je me od 21 da na ko li ko je, prim je ri ce, 
po lu ži vot IgG. Ta ko kon cen tra ci ja BJP omo gu ću je vr lo br-
zu proc je nu učin ka ke mo te ra pi je: 92-128 dana br že ne go 
kon cen tra ci ja M Ig.
Kon cen tra ci ja BJP ovi si o stva ra nju plaz ma-sta ni ca, ali is-
to ta ko i o bub rež nom kli ren su. Uz po lik lon sku sin te zu 
imu nog lo bu li na i/ili bub rež nog oš te će nja, na ći će mo 10-
20 pu ta po ve ća nu kon cen tra ci ju BJP u se ru mu. Bub rež no 
iz lu či va nje BJP ras te s kon cen tra ci jom u se ru mu, ali zna-
čaj no opa da ka da je vi so ka kon cen tra ci ja ko mbini ra na s 
bub rež nim oš te će njem.
Kat zma nn JA. i Hi ll PG. po ka za li su na ve li kom bro ju bo-
les ni ka, u dvi je od vo je ne stu di je, da zbog oš te će nja bub-
re ga u prib liž no 25% bo les ni ka s MG mo že mo na ći laž no 
po zi tiv ne na la ze BJP u se ru mu, od nos no laž no ne ga tiv ne 
u mok ra ći.
Od la ga nje BJP je iz rav no od go vor no za pa to loš ke pro ce se 
tubu loin ter sti cij skog oš te će nja. Na kon fi l tra ci je, BJP se ve-
žu na he te ro me rič ne re cep to re ko ji se sas to je od ku bi li na 
i me ga li na i ti me inji ci ra ju reap sor pci ju u prok si mal ne tu-
bu le. Pos li je en do ci to ze i hid ro li ze BJP se vra ća ju kao ami-
no ki se li ne u cir ku la ci ju. BJP su ot rov ni zbog po ten ci jal nih 
in te rak ci ja sa svim di je lo vi ma nef ro na. Nef ro tok sič ni po-
ten ci jal BJP ovi san je o nji ho vom fi  zi kal no-ke mij skom sas-
ta vu kao i ut jeca ju oko li ša u ko jem se na la ze.
Skup lja nje 24-satne mok ra će je mu kot r pno za bo les ni ke 
i ug lav nom ne toč no. La bo ra to rij ski pos tu pak eva lua ci je 
mo nok lon skog pro tei na znat no se pro du lju je zbog ob ra-
de 24-satne mok ra će. Sto ga mno gi kli ni ča ri pred la žu da 
se ob ra da 24-satne mok ra će uk lo ni iz pos tup ni ka za de fi -
ni ra nje M Ig. Mok ra ća će se ob ra đi va ti dis kon ti nui ra no, tj. 
kod raz nih dis pro tei ne mi ja kao i za pra će nje bo les ti jed-
nom kad je mo nok lonski pro tein već iden ti fi  ci ran.
Prim je nju ju ći prog ram od re đi va nja ukup nih pro tei na u 
se ru mu, SPE, kvan ti ta tiv nog od re đi va nja BJP ti pa ka pa i 
lam bda u se ru mu kao i nji ho vog om je ra eli mi ni ra mo pot-
re bu pri kup lja nja 24-satne mok ra će, što znat no skra ću je 
pro ces de fi nira nja mo nok lon skih kom po nen ti.

e-poš ta: dma ti sic@kbc-zag reb.hr
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S01-6

In ter fe ren ci je svoj stve ne imu no ke mij skim 
me to da ma

Do dig S
Dječ ja bol ni ca Sreb r njak, Re fe ren tni cen tar Mi nis tar stva zdrav stva za
kli nič ku aler go lo gi ju dje ce, Zag reb

S01-6

In ter fe ren ces spe cial to im mu noas says

Do dig S
Sreb r njak Chil dre n’s Hos pi tal, Re fe ren ce Cen ter for Cli ni cal Al ler go lo gy 
in Chil dren, Zag reb, Croa tia

Os nov no svoj stvo svih imu no ke mij skih me to da – od imu-
nop re ci pi ta cij skih do bio čip me to da – je st da rea ge ns, ko-
jim se ot kri va ili kvan ti ta tiv no od re đu je cilj ni ana lit (an ti-
gen), sad r ži an ti ti je lo. Ia ko je ne ko va len tna ve za iz me đu 
ana li ta i an ti ti je la spe ci fi č na, mo gu će su broj ne in ter fe-
ren ci je, bi lo laž no po ve ća ne bi lo laž no sma nje ne. In ter fe-
ren ci je u imu no ke mij skim me to da ma mo gu se ot kri ti: A. 
u ti je ku raz vo ja/evaluacije me to de i B. u sva kod nev nom 
ra du. Ove po to nje su: 1. križ na reak tiv no st s en do ge nim 
i eg zo ge nim sub stan ci ja ma ko je ne ma ju struk tu ru an ti ti-
je la, 2. križ na reak tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim sub-
stan ci ja ma ko je ima ju struk tu ru an ti ti je la, 3. pro zon ski 
uči nak i 4. ut je caj mat rik sa.
1. Križ na reak tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim sub sta-

ni ja ma ko je ne ma ju struk tu ru an ti ti je la: Križ na je reak-
tiv no st (naj češ ća in ter fe ren ci ja u kom pe ti tiv nim me-
to da ma) pod ra zu mi je va nes pe ci fi čan ut je caj tva ri u 
uzor ku ko ja je struk tu ral no slič na ana li tu te kom pe ti-
ra za vez no mjes to na an ti ti je lu. Stu panj in ter fe ren ci je 
ovi si o tri čim be ni ka: spe ci fič nos ti an ti ti je la, ob li ku tes-
ta i prip re mi uzor ka. Naj češ ći su prim je ri pri od re đi va-
nju kon cen tra ci je hor mo na, li je ko va odnos no aler ge n-
spe ci fič nih IgE.

2. Križ na reak tiv no st s en do ge nim i eg zo ge nim sub stan-
ci ja ma ko je ima ju struk tu ru an ti ti je la: Na imu no ke mij-
sku reak ci ju mo gu ut je ca ti an ti ti je la pri sut na u bio loš-
kim uzor ci ma ili an ti ti je la pri sut na u rea gen su. Bio loš ki 
uzor ci mo gu sad r ža va ti eg zo ge na (prim je ri ce bio lo ški 
li je ko vi) i en do ge na an ti ti je la (prim je ri ce he te ro fil na 
an ti ti je la, tj. pri rod na an ti ti je la i au toan ti ti je la te an-
ti-a ni mal na an ti ti je la-HAAAs). En do ge na an ti ti je la pri-
sut na su u oko 40% bo lesnika, oso bi to onih ko ji su do-
bi va li imu no te ra piju s mo nok lo nal nim an ti ti je li ma.

3. Pro zon ski uči nak: Pro zon ski uči nak (en gl. hook ef fe ct) 
te me lji se na kri vu lji za si će nja an ti ti je la s an ti ge nom. 
Pri mar no pro zon ski uči nak ovi si o kon cen tra ci ji ana li-
ta. Pod ra zu mi je va pos to ja nje nje go va iz ra zi tog su viš-
ka, ko ji za si ti sva vez na mjes ta na pro tu ti je lu, a nas ta je 
ug lav nom u me to da ma kod ko jih se sve an ti gen, an-
ti ti je lo i bi ljeg in ku bi ra ju is to dob no (en gl. sin gle step 
as say). Pro zon ski uči nak ne pos to ji kod kom petitiv nih 
imu no ke mij skih ana li za.

4. Ut je caj mat rik sa: Sva ka kom po nen ta, kao sas tav ni dio 
imu no ke mij ske ana li ze (bio loš ki uzo rak, pu fer, pro tu ti-

The main fea tu re of im mu noas says - from im mu nop re-
ci pi ta tion to mic ro-ar rays - is that an an ti bo dy used as a 
rea ge nt, de tec ts an ana lyte (an ti gen) of in te re st. Al thou-
gh the non co va le nt bou nd be tween ana lyte and an ti bo-
dy is spe ci fi c, fal se-po si ti ve and fal se-ne ga ti ve in ter fe ren-
ces are pos sib le. In ter fe ren ces in im mu noas says cou ld be 
de tec ted: A. du ri ng de ve lop me nt/evaluation of an as say, 
and B. du ri ng rou ti ne use. The la ter are: 1. cro ss-reac ti vi ty 
wi th en do ge nous and exo ge nous non an ti bo dy-struc tu-
red sub stan ces, 2. cro ss-reac ti vi ty wi th en do ge nous and 
exo ge nous an ti bo dy-struc tu ree sub stan ces 3. the hook 
eff e ct, and 4. the mat rix eff  e ct.
1. Cro ss-reac ti vi ty wi th en do ge nous and exo ge nous 

non an ti bo dy-struc tu red sub stan ces: Cro ss-reac ti-
vi ty (the mo st com mon in ter fe ren ce in com pe ti ti ve 
im mu noas says) im ples that no n-spe ci fic in fluen ce of 
sub stan ces oc cu res in a sam ple that struc tu ral ly re-
sem bles ana lyte and com pe tes for bin di ng si te on 
an ti bo dy. The in ter fe ren ce gra de de pen ds on three 
fac to rs: an ti bo dy spe ci fi ci ty, te st de si gn and sam ple 
pre pa ra tion. In ter fe ren ce mo st of ten oc cu rs: du ri ng 
de ter mi na tion of hor mo ne con cen tra tion, dru gs and 
al ler ge ne-spe ci fic IgE, res pec ti ve ly.

2. Cro ss-reac ti vi ty wi th en do ge nous and exo ge nous an-
ti bo dy-struc tu red sub stan ces: Im mu no reac tion can 
be af fec ted by an ti bo dies pre se nt in bio lo gi cal sam-
ples of a pa tie nt or an ti bo dies from the rea ge nt. Hu-
man sam ples can con tain exo ge nous (i.e. bio lo gi cal 
dru gs) and en do ge nous an ti bo dies (he te rop hi lic an ti-
bo dies, i.e. na tu ral an ti bo dies and au toan ti bo dies and 
an ti-a ni mal an ti bo dies, i.e. hu man an ti-a ni mal an ti bo-
die s-HAAAs). En do ge nous an ti bo dies cou ld be fou nd 
in about 40% of pa tien ts, es pe cial ly in tho se who we-
re sub jec ted to im mu not herapy wi th mo noc lo nal an-
ti bo dies.

3. Pro zo ne ef fe ct: The pro zo ne ef fe ct (hook ef fe ct) is ba-
sed on the sa tu ra tion cur ve of an ti bo dy with an ti gen. 
Pri ma ri ly pro zo ne ef fe ct de pen ds on ana lyte con-
cen tra tion. It im plies the pre sen ce of hu ge exce ss of 
ana lyte whi ch sa tu ra tes all bin di ng si tes on an ti bo dy, 
and it oc cu rs mos tly in as says whe re an ti gen, an ti bo-
dy and mar ker, res pec ti ve ly, in cu ba te si mul ta neous ly 
(sin gle step as say). The pro zo ne ef fe ct does not oc cur 
in com pe ti ti ve im mu noas says.
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S02 – Far ma ko ge ne ti ka

S02-1

Far ma ko ge net ski pris tup u op ti mi zi ra nju 
te ra pi je

Ple ba ni M

Za vod za la bo ra to rij sku me di ci nu, Sveu či liš na bol ni ca u Pa do vi, Pa do va, 
Ita li ja

S02 – Phar ma co ge ne ti cs

S02-1

Phar ma co ge ne tic ap proa ch in op ti mi zi ng 
the ra py

Ple ba ni M

Depar tme nt of La bo ra to ry Me di ci ne, Uni ver si ty Hos pi tal of Pa do va,
Pa do va, Ita ly

je lo, po moć ne tva ri), sad r ža na u imu no ke mij skoj ana-
li zi ima svoj mat ri ks. Sve te kom po nen te, bi lo iz bio-
loš kog uzor ka (li pi di, pro tei ni, ug lji ko hid ra ti, sol, vo da) 
ili eg zo ge nih iz vo ra mo gu ut je ca ti na cilj ni ana lit či ja 
se kon cen tra ci ja od re đu je. En do ge ne sas tav ni ce uz ro-
ku ju in te rin di vi dual nu i in train di vi dual nu va ri ja bil no-
st re zul ta ta. Kom po nen te mat rik sa ima ju ma li afi ni tet 
ve za nja za ana lit ili an ti ti je lo - obič no mas ki ra ju ana lit 
ili an ti ti je lo, zbog če ga izos ta je reak ci ja ve za nja ana li ta 
s an ti ti je lom.

U bu duć nos ti će se in ter fe ren ci je po ve ća va ti u ne kim 
pod ruč ji ma (prim je ri ce kod prim je ne bio loš kih li je ko va), a 
u ne kim će se pod ruč ji ma sma nji va ti. Ipak, prob le mi in-
ter fe ren ci ja u imu no ke mij skim ana li za ma će bi ti tra jan 
prob lem. Sto ga struč nja ci la bo ra to rij ske me di ci ne, li ječ ni-
ci i struč nja ci ko ji raz vi ja ju imu no ke mij ske pos tup ke mo-
ra ju bi ti svjes ni tih prob le ma i sma nji va ti in ter fe ren ci je na 
naj ma nju mo gu ću mje ru.

e-poš ta: sla vi ca.dodig@zg.t-com.hr

4. The mat rix ef fe ct: Ea ch com po ne nt of im mu noas says 
(bio lo gi cal sam ple, buf fer, an ti bo dy, ad di ti ve) has its 
own mat rix. All of them, whet her co mi ng from bio lo-
gi cal sam ple (li pi ds, pro tei ns, car bo hydra tes, sa lt, wa-
ter), or from exo ge nous sour ces, can af fe ct the tar get 
ana lyte to be mea su red. En do ge nous ele men ts cau se 
in te r- and in tra-in di vi dual va ria bi li ty of re sul ts. Matrix 
components ha ve low af fi ni ty of bin di ng to ana lyte 
or an ti bo dy - usual ly dis gui se the ana lyte or the an ti-
bo dy cau si ng the ab sen ce of the bin di ng reac tion of 
ana lyte to an ti bo dy.

In the fu tu re, in so me areas (es spe cial ly as so cia ted wi th 
im ple men ta tion of bio lo gi cal dru gs) in ter fe ren ces wi ll in-
crea se, and in ot her areas (im ple men ta tion of hi gh spe ci fi  ci-
ty im mu noas says) in ter fe ren ces wi ll re ce de. Howe ver, prob-
le ms of in ter fe ren ces in im mu noas says wi ll per si st. The re fo-
re, the la bo ra to ry me di ci ne exper ts, the physi cia ns and the 
exper ts who de ve lop the im mu noas says mu st be awa re of 
the se prob le ms, and to mi ni mi ze them to a les ser exte nt.

e-mail: dma ti sic@kbc-zag reb.hr

Far ma ko ge ne ti ka je znan stve na dis cip li na ko ja prou ča va 
ulo gu nas ljed stva kod in te rindi vi dual nih va ri ja ci ja u od-
go voru na li jek. Far ma ko ge ne ti ka po ku ša va pro na ći mo-
guć no st prim je ne zna nja o bo les ni ko voj sek ven ci DNK u 
po bolj ša nju te ra pi je mak si mi zi ra ju ći uči nak li je ka, ka ko bi 
se li je ko vi ci lja no da va li bo les ni ci ma ko ji će na njih po zi-
tiv no rea gi ra ti ili da se iz bjeg nu ne že lje ne reak ci je na li jek. 
U zad njih je 10 do 15 go di na far ma ko ge ne ti ka pri vuk la 
paž nju kao dis cip li na ko ja bi se mog la pri mi je ni ti u bol-
nič koj skr bi za bo les ni ka. Dok se u pub li ka ci ja ma još uvi-
jek raz ra đu je njen kli nič ki ut je caj, zna nje pot reb no za de-
fi  ni ra nje i tu ma če nje is tra ži va nja ko ja bi pro ci je ni lo kli nič-
ku ko ris no st far ma ko ge ne ti ke po tak lo je mno ge de ba te. 
Prim je na far ma ko ge ne ti ke u unap re đe nju kon cep ta per-
so na li za ci je me di ci ne ovi si o spo sob nos ti kli nič kih la bo-
ra to ri ja da pru že toč ne, ko ris ne i pra vo dob ne in for ma ci je 
ko je bi kli ni ča ri ma omo gu ći le pro pi si va nje pra vog li je ka 
(učin ko vi to st) u pra voj do zi (do zi ra nje), za pra vog bo les ni-
ka (si gur nos na učin ko vi to st) i u pra vi tre nu tak.
Ci tok ro mi P450 (CYP) su važ na sku pi na en zi ma u me ta-
bo liz mu mno gih te ra pi ja i en do ge nih me ta bo lič kih ak tiv-

Phar ma co ge ne ti cs is the stu dy of the ro le of in he ri tan ce 
in in te r-in di vi dual va ria tion in drug res pon se. The ul ti ma-
te pro mi se of phar ma co ge ne ti cs is the pos si bi li ty that 
knowled ge of a pa tie nt’s DNA sequen ce mig ht be used 
to en han ce drug the ra py to maxi mi ze effi    ca cy, to tar get 
dru gs on ly to tho se pa tien ts that are li ke ly to res po nd 
or to avoid ad ver se drug reac tio ns. In the pa st 10 to 15 
yea rs phar ma co ge ne ti cs (PGx) has ge ne ra ted at ten tion 
as a dis cip li ne wi th po ten tial ap pli ca tion to pa tie nt ca re. 
Whi le the li te ra tu re is sti ll evol vi ng as to cli ni cal im pa ct, 
the knowled ge nee ded to de fi  ne and in ter pret stu dies 
to as se ss cli ni cal uti li ty has drawn mu ch de ba te. The ap-
pli ca tion of PGx to en han ci ng the con ce pt of per so na li-
zed me di ci ne hin ges on the abi li ty of cli ni cal la bo ra to ries 
to pro vi de ac cu ra te, ti me ly and use ful in for ma tion, thus 
enab li ng the cli ni cia ns to ad mi nis ter the rig ht drug (effi   -
ca cy), at the rig ht do se (do si ng), for the rig ht pa tien ts (sa-
fe ty effi   ca cy) and at the rig ht ti me.
In par ti cu lar, cytoc hro me P450s (CYPs) are an im por ta nt 
fa mi ly of en zymes in the me ta bo li sm of ma ny the ra peu-
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nos ti. Ovo će pre da va nje da ti preg led li te ra tu re i na šeg is-
kus tva u od re đi va nju ge no ti pa ale la odab ra nih CYP ge na 
ko riš te njem ne ko li ko teh no lo gi ja uk lju ču ju ći i te st Roc he 
Am pliC hip P450 Ar ray.
Či tav niz sa kup lje nih do ka za po ka zu je važ no st ge no ti-
pi zi ra nja CYP, po seb no s ob zi rom na CYP2D6 i CYP2C19. 
Ge no ti pi za ci ja CYP2D6 da la je ja ko za nim lji ve re zul ta te 
kod bo les ni ca s kar ci no mom doj ke li je če nih s ta mok si-
fe nom, kao i s pro li je ko vi ma kao što su ana lo zi ko dei na i 
an tia rit mi ci. CYP2C i nje gov po li mor fni izoob lik CYP2C19 
sud je lu ju u me ta bo liz mu ne ko li ko važ nih li je ko va kao što 
su tri cik lič ni an ti dep re si vi te in hi bi to ri pro ton ske pum pe 
omep ra zol i lan zop ra zol. Što vi še, bu du ći da je me đu svim 
ne že lje nim reak ci ja ma na li je ko ve, te ra pi ja var fa ri nom 
naj češ ći uz rok hos pi ta li za ci je s me di cin skim pos lje di ca ma 
i pra te ćim troš ko vi ma, u ovom ću pre da va nju da ti preg led 
na ših po da ta ka o prim je ni far ma ko ge ne tič kih in for ma ci ja 
u pred vi đa nju do zi ra nja li je ka i uk la nja nju po teš ko ća pri 
op ti mi ra nju an ti koa gu lan tne te ra pi je var fa ri nom.
Pri je laz iz far ma ko ge ne tič kih is tra ži va nja u kli nič ku prak-
su zah tje va ek spli cit nu ana li tič ku i kli nič ku proc je nu i 
pom nu ana li zu rav no te že dob ro bi ti i pra te ćih ri zi ka uk lju-
ču ju ći i pri pa da ju će troš ko ve. O og ra ni če nji ma ko riš te nja 
far ma ko ge ne ti ke tre ba se i da lje ras prav lja ti is to kao i o 
na či ni ma za na di la že nje tih og ra ni če nja.

e-poš ta: ma rio.plebani@unipd.it

tic agen ts and en do ge nous me ta bo lic ac ti vi ties. This pre-
sen ta tion wi ll pro vi de a re view of the li te ra tu re and of our 
per so nal expe rien ce in de ter mi ni ng ge no types of al le les 
of se lec ted CYP ge nes by usi ng se ve ral tec hno lo gies, in-
clu di ng the Roc he Am pliC hip P450 Ar ray.
A bo dy of evi den ce de mon stra tes the im por tan ce of CYP 
ge no typi ng, par ti cu lar ly re gar di ng CYP2D6 and CYP2C19. 
CYP2D6 ge no typi ng re sul ted to be ve ry in te res ti ng in ta-
moxi fen trea ted brea st-can cer pa tien ts, as we ll as for 
prod ru gs su ch as co dei ne opia tes and an tiar rythmi cs. 
CYP2C and its po lymor phic iso fo rm CYP2C19 is in vol ved 
in me ta bo li za tion of se ve ral im por ta nt dru gs in clu di ng 
mo st tri cyclic an ti dep res san ts, and the pro ton pu mp in-
hi bi to rs omep ra zo le and lan sop ra zo le. Mo reo ver, bei ng 
the War fa rin the ra py a lea di ng cau se of hos pi ta li za tion 
amo ng ad ver se drug reac tio ns, wi th me di cal con sequen-
ces and cos ts, I wi ll re view our da ta on the ap pli ca tion of 
phar ma co ge ne tic in for ma tion to pre di ct do si ng amoun ts 
and to eli mi na te what has been ter med “o ver stee r” in usi-
ng war fa rin for an ti coa gu la tion the ra py.
Tran sla tion of phar ma co ge ne tic re sear ch in to cli ni cal 
prac ti ce requi res expli cit ana lyti cal and cli ni cal eva lua-
tion, and a ca re ful ana lysis of the ba lan ce of be ne fi  ts 
and as so cia ted ris ks, in clu di ng cos ts. The bar rie rs to usi-
ng PGx wi ll be dis cus sed as we ll as the ways to over ca me 
the se bar rie rs.

e-mail: ma rio.plebani@unipd.it

S02-2

Od far ma ko ge net skog ge no ti pa do 
pred vi đa nja do ze li je ka

Štefanović M

Kli nič ki za vod za ke mi ju, Kli nič ka bol ni ca Ses tre mi los r dni ce, Zag reb

S02-2

From phar ma co ge ne tic ge no type to drug 
do se pre dic tion

Štefanović M

Uni ver si ty De par tme nt of Che mis try, Ses tre Mi los r dni ce Uni ver si ty
Hos pi tal, Zag reb, Croa tia

Us pr kos ub r za nom raz vo ju far ma ko ge ne ti ke u zad njih 
20-ak go di na, sve ga je ne ko li ko ge na či ji se far ma ko ge-
net ski po li mor fi z mi en zi ma me ta bo liz ma li je ko va da nas 
ru tin ski od re đu ju i ima ju de fi  ni ra nu kli nič ku prim je nu. 
Mno ga pi ta nja pri je če put od ot kri ća no vog ge net skog 
po li mor fi z ma do kli nič ke prim je ne nje go va od re đi va nja. 
Ve ći nu tih pi ta nja obuh va ća ju Pre po ru ke za la bo ra to rij-
sku di jag nos ti ku i prim je nu far ma ko ge ne ti ke u kli nič koj 
prak si, Ame rič ke Na cio nal ne Aka de mi je za Kli nič ku Bio ke-
mi ju – NACB, u svo joj tre ćoj rad noj ver zi ji iz 2007 go di ne. 
Pre da vanje do no si nji hov kra tak preg led.
Prob le mi u far ma ko ge net skom tes ti ra nju. Broj ni su prim-
je ri spe ci fi č nih prob le ma u far ma ko ge ne ti ci. Zbog ve li-
kih raz li ka u frek ven ci ji ale la iz me đu po je di nih et nič kih 

Des pi te qui ck de ve lop me nt of phar ma co ge ne ti cs in the 
la te st 20 yea rs, the re are on ly few ge nes wi th phar ma co-
ge ne tic po lymor phis ms that are rou ti ne ly de ter mi ned, 
and their cli ni cal usa ge is clear ly de fi  ned. Ma ny ques tio ns 
aff  e ct the pro ce ss that sta rt wi th a new ge ne tic po lymor-
phi sm dis co ve ry and en ds wi th a cli ni cal usa ge of its de-
ter mi na tion. Mo st of the se ques tio ns are gat he red in Gui-
de li nes and Re com men da tio ns for La bo ra to ry Ana lysis 
and Ap pli ca tion of Phar ma co ge ne ti cs to Cli ni cal Prac ti ce 
(2007, 3rd dra ft) is sued by Na tio nal Aca de my of Cli ni cal 
Bioc he mis try (NACB). This lec tu re brin gs a sho rt over view 
of tho se gui de li nes.
Prob le ms in Phar ma co ge ne tic tes ti ng. The re are ma ny 
exam ples of spe ci fi c prob le ms in phar ma co ge ne ti cs. Be-
cau se of great diff  e ren ces in al le le frequen cies amo ng 




