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Tumorski marker je supstanca koju produkuje
tumor ili doma}in kao odgovor na prisustvo tumora i
koji se koristi da diferencira tumor od normalnog
tkiva ili da utvrdi prisustvo tumora na osnovu merenja
u krvi ili sekretima. Takve supstance su prona|ene u
}elijama, tkivima ili telesnim te~nostima i mogu se
odre|ivati kvalitativno ili kvantitativno hemijskim,
imunolo{kim ili metodama molekularne biologije.
Odre|ivanje tumorskih markera u telesnim te~nosti-
ma doprinosi dijagnostici i le~enju pacijenata obolelih
od malignih bolesti. Od 1847. god kada je Henry
Bence Jones opisao prisustvo lakih lanaca imunoglo-
bulina u urinu pacijenata s multiplim mijelomom,
preko imunoeelektorforeze sredinom dvadesetog
veka, razvoja RIA tehnika 1960-tih do kori{}enja mo-
noklonskih antitela za odre|ivanje tumorskih markera
kao i za identifikaciju novih molekula povezanih sa
kancerom, dalji razvoj imunometrijskih testova i nji-
hova automatizacija, omogu}io je {iru primenu odre-

|ivanja ovih markera i u rutinskim biohemijskim lab-
oratorijama. Tumorski markeri se u laboratorijama
mogu meriti razli~itim analiti~kim tehnikama uklju~u-
ju}i odre|ivanje aktivnosti enzima, imunoodre|ivanja,
testove na receptore i instrumentalnim tehnikama
kao {to su hromatografija, elektroforeza, masena
spektrometrija/te~na (gasna) hromatografija i »micro-
array« sistemi. Merenje enzimske aktivnosti svakako
je jedna od prvih kori{}enih analiti~kih metodologija
za odre|ivanje tumorskih markera. Naj{iru primenu u
odre|ivanju tumorskih markera na{la su imunoodre-
|ivanja (testovi sa obele`iva~ima). Dva osnovna tipa
reakcija koja se koriste u u imunohemijskim odre|i-
vanjima analita su kompetitivna (sa ograni~enom
koli~inom reagensa) i nekompetitivna (vi{ak reagen-
sa, dvostrani ili sendvi~ testovi) (1).

Kompetitivno imunoodre|ivanje

U jednostepenom kompetitivnom imunoodre|i-
vanju svi reaktanti se dodaju istovremeno. Obele`eni
i neobele`eni antigen takmi~e se za vezivanje za
ograni~enu koli~inu antitela, pri ~emu aviditet antitela
za obele`eni i neobele`eni antigen mora biti isti; neo-
bele`eni antigen blokira mogu}nost obele`enog anti-
gena da se ve`e jer je vezuju}e mesto na antitelu ve}
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zauzeto. Verovatno}a vezivanja obele`enog antigena
za antitelo obrnuto je proporcionalna koncentraciji
neobele`enog antigena, tj. koli~ina obele`enog anti-
gena koja se vezala za antitelo je obrnuto proporcio-
nalna koncentraciji neobele`enog antigena iz uzorka
(koli~ina antigena u uzorku je obrnuto proporcional-
na dobijenom signalu). 

U dvostepenom kompetitivnom imunoodre|iva-
nju, neobele`eni antigen iz uzorka se vezuje za antitela
(koncentracija antitela u reakcionoj sme{i prisutna je
u vi{ku u pore|enju sa koncentracijom antigena). U
drugom stupnju reakcije dodaje se obele`eni antigen.
Nakon separacije odre|uje se koli~ina obele`enog
antigena i koristi se za izra~unavanje koncentracije
neobele`enog antigena. Koriste}i dvostepeni metod,
ve}a frakcija neobele`enog antigena mo`e da se ve`e
za antitelo nego u jednostepenim testovima, posebno
kada je koncentracija antigena veoma mala. Manje
vezanog obele`enog antigena ukazuje na to da je vi{e
antigena prisutno u uzorku. Dvostepeni testovi obez-
be|uju i do nekoliko puta ve}u osetljivost testa u po-
re|enju sa jednostepenim.  

Nekompetitivno imunoodre|ivanje
(sendvi~ tehnika)

Nekompetitivno odre|ivanje antigena, naj~e{}e
podrazumeva pasivnu adsorpciju ili kovalentno vezi-
vanje antitela za povr{inu ~vrste faze. Antigen iz uzor-
ka reaguje sa antitelima vezanim za ~vrstu fazu, na-
kon ~ega sledi ispiranje kojim se uklanja vi{ak neve-
zanog obele`enog reagensa i nekih interferiraju}ih
supstanci. Zatim se dodaju obele`ena antitela (konju-
gat) koja reaguju sa drugim epitopom vezanog anti-
gena. U nekompetitivnim testovima, oba kori{}ena
antitela mogu biti poliklonska ili monoklonska. Uko-
liko se koriste monoklonska antitela specifi~na za
razli~ite epitope, mogu}e je pojednostaviti protokol
testa istovremenom inkubacijom konjugata i antige-
na. U nekompetitivnim testovima, koli~ina obele`e-
nog antigena direktno je proporcionalna koli~ini anti-
gena prisutnoj u uzorku. [to je vi{e antigena prisutno,
vi{e obele`enog antitela }e se vezati. 

Homogena i heterogena
imunoodre|ivanja

Imunoodre|ivanje u kome je neophodno izvr{iti
razdvajanje vezanog kompleksa antitelo-Ag* nazivaju
se heterogenim imunoodre|ivanjem. Metode razdva-
janja obuhvataju: adsorpciju, isoljavanje proteina (po-
mo}u amonijum-sulfata), denaturaciju/precipitaciju
proteina pomo}u organskih rastvara~a ili polietilen-
glikola ili sekundarnim antitelom koje je specifi~no za
primarno antitelo ili na drugi na~in kori{}enjem elek-
troforeze, gel filtracije, jonskih izmenjiva~a itd. Imuno-
odre|ivanja u kojima nije potrebno izvr{iti razdvajanje
vezanog i slobodnog antitela ili antigena nazivaju se
homogenim imunoodre|ivanjima. 

Radio imunoodre|ivanje (RIA)

Razvoj radioimunoodre|ivanja (RIA) datira s po-
~etka 1960-tih godina. U RIA se kao obele`iva~i ko-
riste radioaktivni izotopi (jod 125I, 131I ili tricijum 3H).
Obele`avanje antigena izotopom mo`e da uzrokuje
promene u reaktivnosti sa antitelom. Izmerena radio-
aktivnost je ili proporcionalna (sendvi~ odre|ivanje) ili
obrnuto proporcionalna koli~ini analita u uzorku.
Osnovni nedostatak ove tehnike odnosi se na opas-
nosti od zaga|enja okoline nepravilnim rukovanjem
radioaktivnim materijalom i na kratko poluvreme ras-
pada izotopa. Probleme radioimunolo{kih metoda
prevazi{le su enzimska imunoodre|ivanja.

Enzimsko imunoodre|ivanje (EIA)

U enzimskim imunoodre|ivanjima, kao obele-
`iva~i se koriste enzimi alkalna fosfataza, peroksidaza
rena, glukozo-6-fosfat dehidrogenaza, b-galaktozida-
za). U ovom tipu reakcije enzimom obele`ena antitela
ili antigeni (konjugati) reaguju s ligandima, a zatim se
dodaje supstrat za enzim. Za merenje koncentracije
analita kori{}enjem EIA koristilo se fotometrijsko
merenje promene boje, a zatim kasnije i fluorescentni
ili hemiluminiscentno obele`eni supstrati ili proizvodi.
Najpopularniji test je ELISA (enzyme-linked imuno-
sorbent assay), heterogena EIA, i predstavlja enzim-
sku varijantu sendvi~ testa. Ovom metodom mogu se
odre|ivati antitela. Za ~vrstu podlogu vezana su
antitela za koja se vezuje antigen iz uzorka. Nakon
ispiranja dodaje se sekundarno antitelo (obele`eno
enzimom) i formira se kompleks antitelo-antigen-
antitelo-enzim. Vi{ak nevezanog antitela se zatim
ispira i dodaje se supstrat za enzim. Enzim kataliti~ki
konvertuje supstrat u proizvod, ~ija je koli~ina pro-
porcionalna koli~ini antigena u uzorku. Antitela u uzo-
rku tako|e mogu da se kvantifikuju. U ovom slu~aju
za ~vrstu podlogu vezan je antigen, zatim se dodaje
uzorak koji sadr`i odre|ena antitela koja se odre|uju.
Drugi reagens koji se dodaje je antitelo specifi~no za
antitela iz uzorka. Sledi reakcija sa supstratom u kojoj
nastaju obojeni proizvodi. 

Mikro~estica enzimsko imunoodre|ivanje
- MEIA

Mikro~estica enzimsko imunoodre|ivanje (MEIA)
koristi se za odre|ivanje analita srednje i ve}e molekul-
ske mase. U metodi se koristi izolacija antitelo/antigen
kompleksa na ~vrstoj povr{ini malih lateks mikro~e-
stica. Redosled reakcija u MEIA odre|ivanju je slede}i: 

Lateks mikro~estice oblo`ene anti-analit antite-
lima i uzorak inkubiraju se zajedno i ~ine reakcionu
sme{u. Alikvot reakcione sme{e prenosi se na stakle-
na vlakna. Sledi ispiranje kako bi se uklonio nevezani
materijal. Konjugat-alkalnom fosfatazom obele`ena
anti-analit antitela vezuje se za kompleks mikro~esti-
ca-anti-analit antitela-uzorak. Sledi ispiranje kako bi
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se uklonio nevezani materijal. Zatim se pipetira
supstrat, 4-metilumbeliferil fosfat, a fluorescencija
nastalog proizvoda meri se sistemom MEIA optike.
O~itana fluorescencija direktno je proporcionalna
koncentraciji analita u uzorku. 

Hemiluminiscentno imunoodre|ivanje
(CMIA)

Razvoj novih tehnologija u odre|ivanju tumor-
skih markera, prati pove}anje potreba rutinskih labo-
ratorija za automatskim analizatorima na kojima se
vr{e imunoodre|ivanja. Jedna od naj~e{}e kori{}enih
metoda u imunoodre|ivanju tumorskih markera je
hemiluminiscencija. Luminiscencija je pojava emisije
svetlosti, za koju u procesu pobu|ivanja nije kori{}e-
na termi~ka energija. Pojava emisije svetlosti u hemi-
luminiscenciji sli~na je fluorescenciji u tom smislu da
kada u procesu apsorpcije energije elektron iz osnov-
nog stanja  prelazi u pobu|eno stanje (na jedan od
vi{ih singletnih nivoa), on u tom stanju ostaje vrlo
kratko (vreme `ivota pobu|enog stanja kra}e od
10–4 s) i vra}a se u osnovno stanje emituju}i kvant
svetlosti. Hemiluminiscencija je tip luminiscencije u
kome je ekscitacija uzrokovana hemijskom reakcijom
(oksidacijom organskih jedinjenja kao {to su luminal,
izoluminol, akridinijum estri ili luciferin pomo}u oksi-
dacionih sredstava (vodonik perokisd, hipohlorit ili
kiseonik)); svetlost emituju ekscitirani proizvodi formi-
rani u reakciji oksidacije. Ove reakcije odvijaju se u
prisustvu katalizatora kao {to su enzimi (alkalna fos-
fataza, peroksidaza rena i mikroperoksidaza), joni me-
tala ili kompleksi metala (Cu2+ i Fe3+ ftalocijanidni
kompleksi) i hemin. Hemiluminiscentni testove ka-
rakteri{e visoka osetljivost (detekcioni limit veli~ine
atomola do ceptomola) i {irok dinami~ki opseg. 

Pipetiraju se uzorak, paramagnetna ~estica (sas-
tavljena od submikronskih polistirenskih ~estica u ko-
je je inkorporirano gvo`|e, a koje na povr{ini imaju
reaktivne funkcionalne grupe koje omogu}avaju ko-
valentno vezivanje antitela, antigena ili drugih ligana-
da za ove ~estice) oblo`ena specifi~nim antitelima i
konjugat (antitelo obele`eno enzimom, npr. alkalnom
fosfatazom). Sledi inkubacija, a zatim ispiranje u ma-
gnetnom polju kako bi se uklonile nespecifi~ne sup-
stance koje bi mogle da interferiraju u rekciji i pri me-
renju. Dodaje se hemiluminiscentni supstrat npr.
akridinijum estar, dioksietan (Lumi-Phos 530TM) itd.
Sledi inkubacija i detekcija signala, tj. merenje inten-
ziteta emitovane svetlosti luminometrom. 

Elektrohemiluminiscencija

Elektrohemiluminiscencija je tip luminiscencije
u kome je ekscitacija posledica elektrohemijske reak-
cije. Ona se razlikuje od hemiluminiscencije po tome
{to se proizvodi hemiluminiscentne reakcije stvaraju
elektrohemijskom reakcijom iz stabilnih prekursora

na povr{ini elektrode. Rutenijum (II) tris (bipiridil helat
je naj~e{}e kori{}en elektrohemiluminiscentni obele-
`iva~, a elektrohemiluminiscencija se stvara na elek-
trodi u reakciji tipa oksido-redukcije sa ripropilami-
nom. Ovaj helat je veoma stabilan i relativno mali i
mo`e da se koristi za obele`avanje haptena ili velikih
molekula (proteina ili oligonukletoida). Prednosti ovog
odre|ivanja su: pove}ana stabilnost reagensa, jed-
nostavna priprema reagensa i pove}ana osetljivost.

Princip reakcije je slede}i: u prvoj inkubaciji,
antitela iz uzorka, biotinom obele`eni antigen i anti-
gen obele`en rutenijum kompleksom (rutenijum (II)
tris(bipiridil) formiraju kompleks »sendvi~«. Nakon
dodatka streptavidinom oblo`enih mikro~estica kom-
pleks se vezuje za ~vrstu fazu interakcijom biotina i
streptavidina. Nakon inkubacije reakciona sme{a se
aspirira u mernu }eliju gde mikro~estice obla`u po-
vr{inu elektrode. Nevezana supstance se uklanjaju sa
puferom. Primenom napona na elektrodi dolazi do
indukcije hemiluminiscentne emisije koja se meri po-
mo}u fotomultiplikatora. Rezultati se odre|uju po-
mo}u odgovaraju}eg softvera pore|enjem elektro-
hemiluminiscentnog signala dobijenog iz uzorka sa
granicom odlu~ivanja prethodno dobijenom kalibra-
cijom sa anti-analitom. 

Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je mo}na kvalitativna i
kvantitativna analiti~ka tehnika koja se koristi za
merenje {irokog opsega klini~ki relevantnih analita.
Novija otkri}a omogu}ila su identifikaciju jedinjenja
velike molekulske mase uklju~uju}i i proteine i nukle-
inske kiseline metodom masene spektrometrije, uvo-
|enjem novih jonizacionih tehnika, npr. MALDI  (Ma-
trix Assisted Laser Desorption Ionization) koja je ori-
ginalno opisana 1987. god. Analit koji se odre|uje
rastvori se u matriksu ~ija je uloga da izoluje molekule
analita, da slu`i kao izvor protona koji }e se preneti na
molekule analita, a tako|e ima i funkciju adsorbu-
ju}eg medijuma. Kako isparljivi rastvara~i isparavaju,
jedinjenje matriksa kristali{e i inkorporira molekule
analita. Lasersko zra~enje absorbuju molekule ma-
triksa, dolazi do naglog zagrevanja podru~ja na koje
je delovao laser, sledi desorpcija-jonizacija molekula
analita, a zatim analiziranje molekularnih jona TOF
masenim spektrometrom. Rad TOF masenih spek-
trometara zasniva se na ubrzavanju jona pod dejs-
tvom elektri~nog polja, pri ~emu joni imaju istu ener-
giju, a razli~ite mase, te manji joni sti`u do detektora
pre nego ve}i joni, a masa se odre|uje na osnovu vre-
mena prispe}a jona. Vreme za koje joni stignu do de-
tektora proporcionalno je odnosu m/z (masa/naelek-
trisanje) i na osnovu toga se odvija separacija.

Dalje unapre|enje ove tehnike predstavlja
SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption Ioniza-
tion) tehnika. Ova tehnika koristi ner|aju}i ~elik, alu-
minijumske podloge ili ~ipove sa hemijskim (hidrofil-
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ini, hidrofobni, pre-aktivirani, katjonski, anjonski, itd.)
ili biolo{kim (antitela, antigen vezuju}i fragmenti,
DNK, enzimi, receptori) povr{inama pre~nika 1–2 mm.
Rastvori uzoraka tkiva ili telesnih te~nosti  u veoma
malim koli~inama nanose se na ove povr{ine i protei-
ni koji imaju afinitet za ove povr{ine vezuju se za njih.
Nakon serije ispiranja kako bi se uklonili nespecifi~ni
ili slabo vezani proteini, dodaje se matriks, nakon
toga vezani proteini podle`u desorpciji i jonizaciji
nakon ~ega sledi MS analiza, naj~e{}e TOF (time-of-
flight) masenim spektrometrom. Mase ispitivanih pro-
teina kre}u se od hjiljadu do nekoliko stotina hiljada
daltona.

Ovom analizom dobija se ve}i broj pikova sa
razli~itim m/z odnosom. Pore|enjem uzorka pacije-
nata za koje se sumnja da imaju kancer sa uzorcima
zdravih osoba analiziranih na isti na~in i kori{}enjem
sofisticiranog bioinformati~kog i kompjuterskih sis-
tema, mogu}e je identifikovati  uzorke pacijenata sus-
pektnih na kancer. Ova dijagnostika unapredila je di-
jagnozu kancera jajnika, prostate, be{ike i mnogih
drugih kancera. Dijagnosti~ka osetljivost i specifi~-
nost ove tehnologije je impresivna. Ova metoda nije
jo{ uvek prospektivno evaluirana, ali su klini~ka ispiti-
vanja u toku. Ista tehnologija i principi se tako|e ko-
riste da se identifikuju novi biomarkeri kancera. 

Microarray 

Microarray je silikonski mikro~ip koji sadr`i veli-
ki broj elemenata (spots) na dvodimenzionalnoj po-
vr{ini. Za svaki od ovih spotova vezane su razli~ite
molekule imobilizovanih kratkih lanaca oligonukleoti-
da, cDNK razli~itih gena, proteina, antitela. Mogu}e
je imobilizovati od 20 000 do 40 000 elemenata na
takvom ~ipu, a zatim analzirati mRNK i proteine. Mi-
croarray se primenjuje za kvantitativnu procenu
genske ekspresije, detekciju mutacija i polimorfizama
(kao {to su na primer SNP), DNA sekvenciranje i
studije o ekspresiji proteina i interakcijama protein-
protein. Ova metoda se koristi za detekciju novih bio-
markera kancera. 

Druga aplikacija microarrays je u klasifikaciji
kancera zasnovanih na njihovom profilu genske eks-
presije. Postoje brojni primeri subklasifikacije kancera
dojke, jajnika, prostate, mozga, hematolo{kih i dr.
kancera koriste}i ovu tehnologiju. Posebno za paci-
jente sa tumorom dojke prikazano je da ova analiza
mo`e da uka`e na prognozu bolesti, a poma`e i u
izboru terapije. Relativno mali broj gena (70) mo`e da
se koristi za podelu pacijenata u visoko rizi~ne i grupu
pacijenata s malim rizikom. Od juna 2003. ova me-
toda se primenjuje u klinici da bi se odredila dodatna
hemoterapija kod pacijenta s kancerom dojke. 

Neophodna je dalja standardizacija ovih meto-
da. 

Ograni~enja tehnika za odre|ivanje
tumorskih markera

Kako se vrednosti tumorskih markera sve ~e{}e
odre|uju u biohemijskim laboratorijama, javljaju se i
mnogi problemi vezani kako za analiti~ke, tako i za
klini~ke probleme u smislu pravilne interpretacije do-
bijenih rezultata. Fundamentalna klini~ka ograni~enja
testova za odre|ivanje tumorskih markera odnose se
na osetjlivost i specifi~nost. Generalno, preanaliti~ka
ograni~enja testova za odre|ivanje tumorskih mark-
era sli~na su uobi~ajenim ograni~enjima koja se
odnose na sve testove u klini~koj hemiji, a analiti~ka
ograni~enja na ona koja se odnose na sva imuno-
odre|ivanja. Proizvo|a~i komercijalnih testova ukazu-
ju na ova ograni~enja koja se odnose kako na analit,
tako i na metodu. Veoma je va`no da postoji kako
unutra{nja, tako i spolja{nja kontrola kvaliteta i da se
adekvatno reaguje ukoliko se pojave neki problemi
vezani za neadekvatne rezultate u ovim odre|ivanji-
ma. Kako se broj tumorskih markera pove}ava, raste
i mogu}nost od analiti~kih neslaganja dobijenih
rezultata i drugih gre{aka koji mogu imati ne`eljene
efekte na le~enje pacijenata. Ova analiti~ka ograni-
~enja posebno su va`na u slu~ajevima kada se paci-
jenti prate tokom du`eg vremenskog perioda, po-
nekad i u razli~itim laboratorijama i kada se pri tome
koriste razli~ite metode.

Problemi koji se odnose na neslaganje pri ana-
liziranju tumorskih markera mogu se svrstati u tri
grupe:
– Pore|enje rezultata odre|ivanja tumorskih markera

(ta~nost, kalibracija, nepreciznost, analiti~ka specifi~-
nost),

– Preanaliti~ki faktori (tip uzorka, vreme uzorkovanja),
– Interferencije pri odre|ivanju (heterofilna antitela,

hook efekat).

Automatizacija je doprinela napretku u analiti~-
kim performansama odre|ivanja, ali je veliki problem
ostao pore|enje rezultata dobijenih odre|ivanjem
razli~itim metodama. Esencijalno je prepoznati da se
vrednosti dobijene razli~itim metodama ne mogu
upore|ivati. 

Uticaj detekcije signala (obele`iva~a) 
na performanse testa

Testovi u kojima je ograni~ena koli~ina reagen-
sa danas se re|e koriste. Testovi koji koriste enzimske
obele`iva~e (peroksidaza rena ili alkalna fosfataza)
retko imaju analiti~ku osetljivost kao testovi u kojima
se koriste radioaktivni obele`iva~i (naj~e{}e 125I-obe-
le`eni antigeni). Oni su ograni~eni donjom i gornjom
granicom spektrofotometrijskih merenja i mnogo su
osetjliviji na interferencije i promene u uslovima odre-
|ivanja tokom generisanja mernog signala. Ove po-
te{ko}e se mogu umanjiti uklanjanjem sastojaka se-
ruma pre enzimske reakcije. 



Analiti~ka osetljivost se mo`e pobolj{ati kori{-
}enjem enzim amplifikacionih tehnika. Dalje pobolj-
{anje postignuto je kori{}enjem istih enzimskih obe-
le`iva~a sa supstratima koji se konvertuju u fluores-
centne produkte. Ovi proizvodi mogu biti stimulisani
ponovo da produkuju signal u kratkom vremenskom
periodu. Direktni fluorescentni testovi u kojima su flu-
orescentni obele`iva~i zamenili radioaktivne obele`i-
va~e tako|e su dostupni na tr`i{tu i kod njih je zna-
~ajno pove}an opseg merenja i eliminisana interfer-
encija pozadinske fluorescencije koji mogu uticati na
osetljivost metode. Hemiluminiscentne reakcije ili
elektrohemiluminiscencija danas su na{le veliku pri-
menu za odre|ivanje tumorskih markera na automat-
skim analizatorima (2).  

Osetljivost i detekcioni limiti

Detekcioni limit je koncentracija koja je za 2Sd
ve}a od izmerene srednje vrednosti nultog kalibrato-
ra i predstavlja najmanju merljivu koncentraciju anali-
ta koja se razlikuje od nule. Postoje razlike u pore-
|enju detekcionih limita dobijenih kori{}enjem testo-
va razli~itih proizvo|a~a, jer se nulti kalibratori raz-
likuju po sastavu (pufer, `ivotinjski serum, itd.). De-
tekcioni limiti odre|eni u puferu mogu biti vrlo mali
jer nema uticaja matriksa. S toga se pretpostavlja da
je realno detekcioni limit i do 5× ve}i. Bilo bi korisno
kada bi proizvo|a~ naveo i minimalnu koncentraciju
koja se mo`e odrediti (najmanja koncentracija za koju
je koeficijent varijacije 20%). Za neke tumorske mar-
kere, npr. AFP, hCG i PSA dobra preciznost pri niskim
koncentracijama je esencijalna, jer odluka klini~ara o
daljoj terapiji pacijenta mo`e zavisiti od dobijenih
rezultata odre|ivanja, tj. i malo pove}anje koncentra-
cije tumorskih markera mo`e da navede klini~ara na
pogre{an put. Pogodan metod detekcije i minimalne
nespecifi~ne interferencije su zbog toga naro~ito zna-
~ajne za ova merenja (2). 

Opseg odre|ivanja

Koncentracije tumorskih markera u serumu
mogu varirati od koncentracija koje se postoje}im
metodama ne mogu detektovati kod zdravih osoba
do nekoliko miliona jedinica na litar kod osoba sa
malignitetima, posebno AFP, hCG i CEA. Kako su
najve}e koncentracije kalibratora u testovima izme|u
500 i 1000 jedinica na litar, neki se uzorci moraju
razbla`iti. Po`eljno je da test ima {to je mogu}e {iri
merni opseg, kako bi se smanjio broj uzoraka koji
moraju da se razbla`uju. Potrebno je da u testove
budu uklju~eni i odgovaraju}i diluenti, a po`eljna je i
opcija automatskog razbla`ivanja uzorka na analiza-
torima, kako bi se izbegle gre{ke pri manuelnom
razbla`ivanju (2). 

Nepreciznost

Generalno, preciznost automatizovanih metoda
je veoma dobra, ali poznavanje individualnih perfora-
mansi metoda  je uvek esencijalno. Koji konstituenti
analiti~ki zna~ajno menjaju rezultat najbolje mo`e da
se vidi iz izra~unavanja kriti~ne razlike (RCV) koja se
ra~una prema slede}oj formuli: RCV=√2  × Z  ×
(Kva), gde je Z standardna normalna devijacija ili Z-
score, a Kva je koeficijent (analiti~ke) varijacije (anali-
ti~ka preciznost). Kva se mo`e za bilo koji analit izra-
~unati iz podataka rutinske interne kontrole kvaliteta;
preciznost u seriji se mora koristiti ako su podaci
analizirani u seriji, a preciznost izme|u serija ukoliko
su uzorci analizirani u vi{e serija. Z-score od 1,96 i
2,58 koriste se da se izra~una verovatno}a da je dobi-
jena promena zna~ajna (95% verovatno}e) ili veoma
zna~ajna (99% verovatno}e). Proizvo|a~i testova obi-
~no sprovode ovakve studije koriste}i NCCLS pro-
tokol, ali je pore|enje s drugim kitovima uglavnom
vrlo retko. Minimiziranje varijabilnosti od lota do lota
je odgovornost proizvo|a~a. Relativno male promene
mogu da uti~u na rezultate pacijenta, naro~ito za
metode sa veoma dobrom precizno{}u (2). 

Ta~nost/kalibracija

Odre|ivanje recovery vrednosti za pulove nor-
malnih seruma kojima je dodata odre|ena koli~ina
kalibratora obi~no su prikazane u uputstvima uz
reagens i kre}u se od 95–105%. Neki proizvo|a~i ta-
ko|e daju podatke o vrednostima recovery dobijenih
za uzorke koji sadr`e poznate koncentracije odgo-
varaju}ih internacionalnih standarda prema NIBSC
(National Institute for Biological Standards and Con-
trol) (IS72/225 za AFP, IRP73/601 za CEA, IS 96/670
za PSA, IS 96/668 za slobodan PSA itd.) (3–7). Kori{-
}enje ovih standarda postalo je imperativ za proiz-
vo|a~e od 2003. god u Evropi. Za nekoliko zna~ajnih
tumorskih markera nije utvr|en internacionalni stan-
dard (CA125, CA 15-3 i CA 19-9). Pore|enje vred-
nosti recovery IS u razli~itim metodama su dostupni
kori{}enjem podataka iz spolja{nje kontrole kvaliteta
i mogu da daju objektivne informacije o tome koje
metode su kalbirisane i na koje treba obratiti pa`nju.
Te{ko}e npr. kod CEA: ve}ina proizvo|a~a kalibri{e
njihove metode u jedinicama mase (ng/mL). Specifi~-
ni konverzioni faktori za pretvaranje rezultata izra`enih
u ng/mL CEA u U/L internacionalnog standarda za
CEA (IRP 73/601) kre}u se u opsegu od 11,4 do
18,6.  Uvo|enje prvog internacionalnog standarda za
PSA predstavlja veliki doprinos u odre|ivanju ovog
tumorskog markera zajedno s kori{}enjem tzv. ekvi-
molarnih testova.

Linearnost

Ve}ina proizvo|a~a daje podatke o linearnosti,
{to uglavnom podrazumeva podatke o analiziranju
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serijskih razbla`enja seruma. Dobra linearnost diluci-
je uglavnom je karakteristika ve}ine testova. U rutin-
skoj praksi, devijacije od linearnosti za ve}inu tumor-
skih markera su veoma retke i naj~e{}e su posledica
prisustva interferiraju}ih supstanci prisutnih u nekim
uzorcima. Takva nelinearnost razbla`enja sa pove}a-
nim recoveryem antigena se naj~e{}e zapa`a kod
imunoodre|ivanja mucina (CA125, CA15-3) (8), zbog
razli~itih faktora uklju~uju}i prisustvo ve}e koli~ine
antiugljeno hidratnih antitela u serumu (koja stvaraju
komplekse). 

Specifi~nost metode

Specifi~nost imunoodre|ivanja je primarno de-
terminisana kori{}enim antitelima, mada je i dizajn
metode veoma zna~ajan. Kori{}enje monoklonskih
antitela olak{alo je razvoj specifi~nih procedura za
merenje tumorskih markera, mada je specifi~nost te-
sta pove}ana kori{}enjem dva antitela. Ako su me-
tode korektno kalibrisane u smislu kori{}enog stan-
darda, onda glavni faktor koji doprinosi razlikama ve-
zanim za rezultate odre|ivanja razli~itim metodama
poti~e od specifi~nosti kori{}enih antitela. 

ISOBM iniciralo je seriju sastanaka sa primar-
nim ciljem pore|enja razli~itih monoklonskih antitela
pri identifikaciji istog antigena. Heterogenost antitela
u smislu specifi~nosti i afiniteta poma`e da se objas-
ne razlike u rezultatima odre|ivanja tumorskih mar-
kera dobijenih sprovo|enjem spolja{nje kontrole kva-
liteta. 

Za neke analite, va`no je utvrditi spektar mole-
kula koje mogu ukr{teno da reaguju, mada to zavisi
od klini~ke aplikacije. Tako na hCG uti~u intaktni
hCG, alfa i beta subjedinice hCG i jezgro hCG (prisut-
no uglavnom u urinu, a u maloj koncentraciji u plaz-
mi). Za pra}enje normalne trudno}e va`no je odre-
|ivanje intaktnog hCG. Kada se hCG koristi kao tu-
morski marker treba meriti najmanje hCG i beta hCG
ili koristiti test koji prepoznaje obe molekule ili koris-
titi dve metode: jednu koja prepoznaje intaktni hCG i
drugu koja meri beta lanac hCG. S obzirom da dve
metode pove}avaju tro{kove odre|ivanja ovakvi
testovi nisu popularni. 

Osim toga nije samo va`no koje se molekule
mere datim testom, ve} koje molekule je klini~ki zna-
~ajno meriti. Microarray tehnologija omogu}i}e da se
meri ve}i broj analita, npr. {est ili vi{e povezanih mo-
lekula hCG na jednom ~ipu, zajedno s izoformama
drugih relevantnih tumorskih markera. 

Va`ne klini~ke odluke donose se na osnovu do-
bijenih rezultata odre|ivnja tumorskih markera u smi-
slu postavljanja dijagnoze (npr. pove}ane vrednosti
kalcitonina u multiplim endokrinim neoplazijama),
skrininga (npr. pove}ane vrednosti PSA kod asimpto-
matskih pacijenata zahteva}e biopsiju prostate), pre-

dikciju (npr. HER2/neu kod pacijenata s kancerom
jajnika na terapiji). 

Primarni cilj NACB  preporuka (National
Academy of Clinical Biochemistry Guidelines) je da
obezbedi informacije zasnovane na dokazima o opti-
malnom kori{}enju kao i o ograni~enjima ovakvih
testova u smislu primene u klini~koj praksi.
Preporuke se odnose na: pre-analiti~ke zahteve (izbor
tumorskog markera, tip uzorka, vreme uzimanja, ru-
kovanje s uzorkom), analiti~ke zahteve (standardizaci-
ja testa, spolja{nja i unutra{nja kontrola kvaliteta,
interferencije), post-analiti~ke zahteve (intervali refe-
rentnih vrednosti, intrerpretacija i izdavanje rezultata
tumorskih markera). 

Preanaliti~ki faktori koji uti~u na 
rezultate odre|ivanja tumorskih markera

Preanaliti~ka faza ~ini zna~ajan deo svih labora-
torijskih odre|ivanja, a sa sobom nosi i veliki broj
gre{aka (41% gre{aka u preanaliti~koj u odnosu na
4% gre{ke u analiti~koj fazi). Kao i za druge analite
ve}ina preanaliti~kih gre{aka za tumorske markere
odnosi se na neodgovaraju}e rukovanje uzorcima,
hemolizirane uzorke, nedovoljno uzorka, neadekvatne
uzorke i ovi uzroci se mogu minimizirati. Naj~e{}e
gre{ke odnose se na kori{}enje neadekvatnih epru-
veta, tj. antikoagulanasa i uzoraka pri zahtevima za
odre|ivanje ili kada uzorci ve} stignu u laboratoriju.
Dok prvi tip gre{ke mo`e da se prepozna i koriguje
(ponovljenim uzimanjem uzorka krvi u odgovaraju}u
epruvetu) kada uzorak stigne u laboratoriju, drugi se
naj~e{}e identifikuje nakon odre|ivanja, kada rezul-
tati stignu do klini~ara. Ovakvi uzroci gre{ke mogu se
izbe}i sprovo|enjem unutra{nje ili spolja{nje kontrole
kvaliteta. 

NACB preporuke u vezi sa zahtevima o kvalitetu
pre-analiti~ke faze odnose se na one vezane za analit
(izbor tipa uzorka, stabilnost uzorka) i one koji su ve-
zani za pacijenta (izbor testa, vreme uzorkovanja, kli-
ni~ko stanje, le~enje, kontaminacija uzorka). 

Tip uzorka. U pogledu izbora uzorka koji }e se
koristiti, treba pro~itati preporuke proizvo|a~a u uput-
stvu prilo`enom uz reagens. Uzorci izbora su
uglavnom serum ili plazma. Epruvete koje sadr`e se-
parator sa gelom ne mogu se koristiti za sakupljanje
uzoraka za odre|ivanje svih tumorskih markera. Anti-
koagulansi kao {to je npr. EDTA mogu interferirati u
nekim metodama detekcije. Standardizacija uslova
sakupljanja uzorka i fiksacije su krucijalni za imuno-
histohemijske analize. Konzervansi kao {to je natri-
jum azid, koji se mo`e nalaziti u uzorcima za spo-
lja{nju kontrolu kvaliteta mogu tako|e interferirati sa
detekcijom signala. Razlike izme|u rezultata dobi-
jenih odre|ivanjem u serumu i EDTA ili citratnoj plaz-
mi mogu nastati zbog inhibicije aktivnosti komple-
menta heliraju}im agensima. Uzorci sakupljeni u
epruvetama sa NaF ~esto mogu biti neodgovaraju}i.
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Kontaminacija uzorka mo`e biti problem: prisustvo
radioizotopa davanih u dijagnosti~ke ili terapeutske
svrhe i koji imaju sli~ni energetski spektar kao trejseri
kori{}eni u imuno odre|ivajima, mogu interferirati sa
RIA (1, 2).

Stabilnost i ~uvanje uzorka. Tumorski markeri
su generalno stabilni i ukoliko se serum odvoji od
koaguluma, odnosno plazma od }elija mo`e se ~uvati
kra}e vreme na 4 °C, a du`e vreme na –30 °C, odnos-
no na –70 °C.  Zagrevanje uzoraka u cilju inaktivacije
komponenata komplementa ili inaktivacije HIV-a
obi~no nije po`eljno (npr. hCG, PSA). HCG npr. mo`e
disocirati pri povi{enoj temperature na slobodne a- i
b-subjedinice (9).

Vreme uzorkovanja. Vreme uzorkovanja nije
kriti~no za merenje koncentracije tumorskih markera.
Nema dokaza o diurnalnim varijacijama za ve}inu tu-
morskih markera, tako da se uzorci mogu uzimati u
bilo koje doba dana. Uzimanje uzorka za odre|ivanje
CA 125 post-operativno mo`e usloviti pove}anje na-
kon peritonalne traume ili kod `ena tokom men-
struacije (2–3 puta). Pove}anje hCG zapa`a se kod
`ena nakon hemoterapije. Biopsija prostate/transure-
tralna resekcija ili traumatska kateterizacija mogu
zna~ajno da pove}aju koncentraciju PSA/slobodnog
PSA u serumu. Uzorak za analizu PSA mora se uzeti
pacijentu pre bilo kakve manipulacije prostatom. Di-
gitalni rektalni pregled mo`e usloviti prolazno pove-
}anje PSA u serumu (10).

Izbor testa. Izbor odgovaraju}ih tumorskih mar-
kera koje treba odre|ivati u odre|enoj patologiji mora
biti u skladu s odgovaraju}im nacionalnim/ interna-
cionalnim protokolima. Iako u nekim slu~ajevima odre-
|ivanje tumorskih markera mo`e biti od velike va`nosti
u postavljanju dijagnoze, postoje {pekulativna merenja
panela tumorskih markera (npr. rutinsko merenje PSA
kod `ena, rutinsko merenje CA 125 kod mu{karaca,
itd.). Zna~ajno je odre|ivanje bazalnih nivoa tumorskih
markera pre pra}enja terapije (11, 12). 

Klini~ka stanja. CA125 mo`e biti umereno po-
ve}an kod endometrioze i u prva dva trimestra trud-
no}e i zna~ajno pove}an kod benignih ascita.
Prostatitis tako|e mo`e da pove}a koncentracije PSA
u serumu. Uzorke treba uzeti nekoliko nedelja nakon
izle~enja prostatitisa ili infekcije urinarnog trakta. Bu-
bre`na insuficijencija uti~e na vrednosti CEA, tkivnog
polipeptidinog specifi~nog antigena (TPS) i drugih
citokeratina. Holestaza mo`e da uslovi pove}anje
koncentracije CA 19-9 (2, 13, 14).

Le~enje/drugi tretmani. Inhibitori 5a-reduktaze
[Finasterid (Proscar®; Propecia®), Dutasterid (Avo-
dart®)] uzrokuju smanjenje medijane koncentracije
PSA za ~50%. Prolazno pove}anje koncentracije tu-
morskih markera mo`e da se javi nakon hemoterapije.
Kanabis mo`e prolazno da pove}a koncentraciju hCG.
Pu{enje mo`e blago pove}ati koncentraciju CEA u
nekim imunoodre|ivanjima (2, 15, 16). 

Kontaminacija uzorka. Kontaminacija sa sali-
vom mo`e usloviti pove}anje koncentracija CEA, CA
19-9 i TPS. Ukoliko se posumnja na kontaminaciju
uzorka treba ponoviti va|enje (2). 

Prema preporukama NACB zahtevi u vezi anali-
ti~ke faze odnose se na kontrolu validacije testa,
unutra{nju kontrolu kvaliteta i spolja{nju kontrolu
kvaliteta (17, 18) i obuhvataju:

Validaciju testa. Dobro okarakterisanu metodu
pre uvo|enja u rutinsku klini~ku praksu; i imuno-
odre|ivanja i imunohistohemijske metode moraju biti
okarakterisane definisanim protokolima (FDA u SAD
i CE oznakom u Evropi). Metode za imunohistohemi-
ju moraju biti posebno dobro opisane ukoliko refe-
rentni material ne postoji. 

Unutra{nju kontrolu kvaliteta, uklju~uju}i pro-
cenu reproducibilnosti (Intra-assay variability <5%;
inter-assay variability <10%), uspostavljanje objektiv-
nih kriterijuma za prihvatanje testa (prema Westgardu);
odgovaraju}i broj uzorka za unutra{nju kontrolu
kvaliteta, najmanje jedan uzorak seruma kao kontrolni
uzorak nezavisno od komercijalnog kontrolnog uzorka;
uzorci za unutra{nju kontrolu kvaliteta u koncentracija-
ma koje odgovaraju klini~koj aplikaciji (negativna i poz-
itivna kontrola).

Spolja{nju kontrolu kvaliteta kori{}enjem uzo-
raka za spolja{nju kontrolu kvaliteta sa odgovaraju-
}om koncentracijom analita, uzoraka za spolja{nju
kontrolu kvaliteta koji odgovaraju uzorcima seruma
pacijenta, uzoraka za spolja{nju kontrolu kvaliteta
koji su stabilni pri transportu. Neophodno je i utvr|i-
vanje ta~nih i stabilnih o~ekivanih vrednosti, kao i
procenu interferencije u testu.  

NACB preporuke koje se odnose na postana-
liti~ku fazu odnose se na dobru komunikaciju lekara i
laboratorije. Uz uzorak pacijenta po`eljno je labora-
toriji prilo`iti kratak opis klini~kih informacija koje bi
ukazivale na izvor suspektnog/dijagnostikovanog
maligniteta i status pacijenata (npr. postoperativni).
Klini~ari moraju da budu obave{teni o intervalu refe-
rentnih vrednosti za odre|eni tumorski marker, o ba-
zalnim vrednostima tumorskog markera kod paci-
jenata koji se podvrgavaju terapiji u cilju daljeg pra-
}enja i upore|ivanja rezultata, o definisanom procen-
tu pove}anja ili smanjenja koje se mo`e smatrati
zna~ajnim i uzima u obzir analiti~ke i biolo{ke varija-
cije, o promeni metode odre|ivanja odre|enog
tumorskog markera. Tako|e laboratorije moraju da
izra~unaju poluvreme `ivota tumorskih markera (AFP,
hCG), tj. vreme za koje se koncentracija cirkuli{u}eg
tumorskog markera samnji za 50% nakon komplet-
nog uklanjanja tumorskog tkiva. Preporuke se odno-
se i na odgovaraju}e frekvencije kojima se moraju
vr{iti merenja tumorskih marekera, a poseban akce-
nat se stavlja na komunikaciju laboratorije i klini~ara
(19–21).  

Koncentracije tumorskih markera u uzorcima,
odre|ene testovima razli~itih proizvo|a~a ne mogu se
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me|usobno porediti zbog razlika u dizajnu metodolo-
gije odre|ivanja i specifi~nosti kori{}enih antitela, kao
i u nedostatku standardizovane i ta~ne kalibracije za
koju bi se koristili samo standardi napravljeni u skladu
sa internacionalnim standardima ili referentnim
reagensima.

Potencijalne interferencije

Interferencija se defini{e kao efekat supstance
prisutne u analiti~kom sistemu koja uzrokuje devijaci-
ju izmerene vrednosti od prave vrednosti, koja se ob-
i~no izra`ava kao koncentracija ili aktivnost. Definicija
interferencije po IFCC: analiti~ka interferencija je sis-
tematska gre{ka merenja uzrokovana komponenta-
ma uzorka koje same po sebi ne daju signal u mer-
nom sistemu. Interferencije mogu zavisiti od uzorka ili
biti nezavisne od uzorka i mogu biti pozitivne ili nega-
tivne, tj. uticati na pove}anje, tj. sni`enje rezultata.
Pozitivna interferencija je obi~no rezultat nedostatka
specifi~nosti. 

Interferencije mogu biti egzogene ukoliko poti~u
od testa, odnosno opreme koja se koristi pri odre-
|ivanju ili egzogene ukoliko poti~u od karakteristika
analiziranog uzorka. Ove interferencije su svakako
najozbiljniji uzrok neslaganja dobijenih rezultata sa
klini~kom slikom pacijenta iz nekoliko razloga: one su
sporadi~ne i variraju u efektu tokom vremena; one se
ne detektuju sprovo|enjem unutra{nje kontrole kvali-
teta; zavise od metode i od dizajna testa. Interfe-
rencije nije mogu}e u potpunosti izbe}i, ali se njihov
uticaj mo`e smanjiti pa`ljivim izborom dizajna meto-
da i obu~eno{}u kadra (2). 

Egzogene interferencije

Carry-over je potencijalni problem kada se ana-
liziraju uzorci s visokim koncentracijama analita. Ka-
da se uzorci analiziraju u seriji, postoji opasnost od
kontaminacije uzorka prethodnim. Ona se obi~no
javlja ako se ista igla za uzorak ili pipeta koristi za
razli~ite uzorke i neadekvatno se isperu i obi~no se
~e{}e de{ava kod testova koji se rade ru~no. Po-
sledice su obi~no ve}e kod onih tumorskih markera
~iji su opsezi koncentracija {iri. Ukoliko je carry-over
uzorka koji sadr`i velike koncentracije tumorskog
markera, npr. 100 000 kU/L AFP 0,1%, onda se u sle-
de}em analiziranom uzorku (u kome se koncentraci-
ja AFP skoro ne mo`e detektovati) mo`e o~ekivati
koncentracija od 100 kU/L. Pa`ljivim posmatranjem
rezultata ova gre{ka se mo`e izbe}i u slu~aju da se
primeti da je izostalo slaganje rezultata odre|ivanja sa
klini~kom slikom pacijenta. Gre{ka se mo`e prevideti
ukoliko se u prvom uzorku ispolji »hook« efekat i u
tom uzorku odre|ena koncentracija bude la`no niska,
a zatim se u slede}em odre|ivanom uzorku dobije
neo~ekivano visoka koncentracija tumorskog mar-
kera. Tako|e, kod random access analizatora mo`e

se desiti slede}i tip gre{ke: ako se u prvom uzorku ne
odre|uje hCG npr. ve} se odre|uju tiroidni hormoni
kod trudnice, a slede}oj pacijentkinji (koja nije trudni-
ca) odre|uje hCG, mo`e do}i do carry overa (2). 

Kontaminacija koja mo`e da uti~e na detek-
ciju obele`iva~a. Neizotopska imunoodre|ivanja su
mnogo osetljivija na ovu vrstu interferencije od izo-
topskih odre|ivanja. La`ni signali u detekciji mogu
biti rezultat kontaminacije uzorka, reagensa ili plas-
ti~nih epruveta ili plasti~nih bunara s bojama, fluoro-
forima ili ~esticama. Dobra laboratorijska praksa, po-
sebno odvajanje laboratorijskog prostora na deo za
pripremu reagensa od analiti~kog dela, smanji}e rizik
od ove kontaminacije. Kod izotopskih imunoodre-
|ivanja, radioaktivna jedinjenja su naj~e{}i uzrok kon-
taminacije. Merenjem radioaktivnosti u radnoj pros-
toriji i pozadinske radijacije mo`e se izbe}i ovaj rizik.
Kontaminacija radne sredine prilikom pripreme ne-
izotopskih obele`iva~a tako|e mo`e uticati na rezul-
tate odre|ivanja. 

Faktori koji interferiraju sa merenjem obele`i-
va~a su inhibitori enzima u enzimskim imuno odre|i-
vanjima, endogeni fluorofori u fluoroimuno odre|iva-
njima, radioaktivna kontaminacija uzoraka. Visoke
vrednosti hCG u fluorometrijskim odre|ivanjima mo-
gu se pripisati kontaminaciji mikrotitarske plo~e tal-
kom iz laboratorijskih rukavica. Visoka radioaktivnost
pozadine, mo`e uticati na radioizotopska odre|ivanja
i vi{e uti~u na imunoradiometrijske testove pri niskim
koncentracijama. 

U egzogene interferencije (koje poti~u od opre-
me ili testa za odre|ivanje) spada izbor kori{}enih
epruveta za venepunkciju, zagrevanje uzorka pre
analiziranja, kao i gre{ke pri uzorkovanju na auto-
matskim analizatorima koje su naj~e{}e gre{ke u
mehanizmima za merenje nivoa uzorka (ukoliko je
prisutan mehur vazduha), zbog ~ega neke laboratori-
je rutinski centrifugiraju uzorke pre odre|ivanja ili
detekciju koaguluma. Od nekoliko stotina gre{aka
koje su se javile pri odre|ivanju AFP, hCG i CEA to-
kom dvogodi{njeg perioda, samo ~etiri je bilo uzroko-
vano gre{kom pri uzorkovanju na automatskim ana-
lizatorima (3, 22–26). 

Fundamentalni problem sa analiziranjem kom-
ponenata u biolo{kom materijalu je efekat izuzetno
kompleksne i promenljive sme{e proteina, ugljenih
hidrata, lipida, malih molekula ili soli koje su sastavni
deo uzorka. Ovaj efekat naziva se efektom matriksa
koji se defini{e kao suma efekata svih komponenata,
kvalitativnih ili kvantitativnih u sistemu sa izuzetkom
merenog analita (27). 

Endogene interferencije

Faktori koji potencijalno mogu da uzrokuju kon-
fuziju ili lo{u intrerpretaciju rezultata tumorskih mar-
kera uklju~uju prisustvo u uzorku ukr{teno reaguju}ih
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supstanci, anti-reagens antitela i neo~ekivano visokih
koncentracija analita, tzv. hook efekat. Problemi veza-
ni za heterofilna antitela i hook efekat u imunometrij-
skim odre|ivanjima su veoma va`ni jer nijedan od
njih izgleda ne uzrokuje ve}e pote{ko}e u kompetiti-
tivnim radioimunoodre|ivanjima. 

Ukr{tena reakcija supstanci. Pogre{ni rezultati
mogu se dobiti kada se u uzorku neo~ekivano na|e
supstanca koja reaguje ukr{teno s antitelom na ana-
lit. Mehanizam ovakve reakcije zavisi od specifi~nosti
i homogenosti kori{}enog antitela kao i od tipa reak-
cije. Za kompetitivna imuno odre|ivanja, potrebno je
koristiti visoko afinitetna, specifi~na anti-analit anti-
tela kako bi se minimalizovala ukr{tena reaktivnost sa
sli~nim molekulama (npr. hLH uti~e na odre|ivanje
hCG). Ve}ina tumorskih markera danas se meri ko-
ri{}enjem dvostranog nekompetitivnog imunoodre-
|ivanja koje se odlikuju viskoom specifi~no{}u jer se
samo supstance sa dva epitopa za dva antitela detek-
tuju. Kako se dva antitela dodaju u relativno visokim
koncentracijama, ona mogu da reaguju i sa supstan-
cama ~iji su epitopi isti kao i kod analita, ~ak iako je
konstanta ravnote`e ovih supstanci relativno mala. 

Zavisno od toga da li se ukr{teno reaguju}e je-
dinjenje vezuje za jedno ili oba antitela u dvostranom
imunometrijskom testu, interferencija mo`e biti pozi-
tivna ili negativna. Za tumorske markere takva ukr{te-
na reaktivnost je verovatno najrelevantnija za hCG (sa
hLH i hCG sli~nim molekulama), PSA (sa slobodnim
PSA i PSA-povezanim antigenima kao {to su kalikrei-
ni) i CEA (sa normalnim ukr{teno vezuju}im antigen-
ima). CA125, CA 15-3 i drugi mucini su mnogo ve}e
i heterogenije molekule (esencijalno glikoproteinski
agregati velike molekulske mase) koje su definisane
njihovom imunoreaktivnos{}u sa relevantnim mono-
klonskim antitelima. Ukr{tena reaktivnost sa poveza-
nim antigenima je verovatno manje relevantna za ove
markere, mada ugljeno hidratna mikroheterogenost
doprinosi uglavnom razlikama u rezultatima odre|e-
nim razli~itim metodama u pojedina~nim uzorcima
(2, 25, 26). 

Nespecifi~ne interferencije. Uzroci nespecifi~-
nih interferencija, nekad ozna~enih terminom efekti
matriksa nisu u potpunosti poznati, ali se oni ispo-
ljavaju kao signali nastali prilikom odre|ivanja u
odsustvu analita ili ukr{teno reaguju}eg jedinjenja, tj.
razlike u odgovoru testa koje daje nulti kalibrator, kao
i ona koju daje serum koji ne sadr`i analit. Ono {to
doprinosi ovim nespecifi~nim interferencijama mo`e
poticati od nespecifi~nog vezivanja obele`iva~a za
epruvetu ili druge komponente testa, ali se mo`e mi-
nimizirati dodatkom nosa~a proteina (npr. 0,5% go-
ve|i serum albumin) u pufer. Nespecifi~ne interfe-
rencije mogu da se reflektuju u stepenu nepreciznosti
dobijene za niske koncentracije analita, {to je poseb-
no va`no kod odre|ivanja AFP, hCG i PSA kod paci-
jenata nakon terapije, jer se slede}a terapija mo`e
planirati ~ak i prema veoma malom porastu nivoa

ovih markera. Za ve}inu automatizovanih analizatora
na kojima se odre|uju tumorski markeri utvr|ena je
odli~na preciznost pri odre|ivanju uzoraka koji imaju
male koncentracije. Predla`e se uklju~ivanje uzoraka
sa niskim koncentracijama u kontrolu kvaliteta koja
se sprovodi rutinski u laboratoriji.

Veoma je va`no naglasiti da konstantno malo
pove}anje bez pravog razloga (umereno pove}anje
koje ostaje konstantno ili se spontano normalizuje to-
kom ponovljenih merenja)  u nivou serumskih marke-
ra ne mora da ukazuje na aktivnu bolest. 

Razlike u rezultatima odre|ivanja tumorskih
markera razli~itim metodama su evidentne. Npr. ba-
zalne vrednosti AFP i hCG su izmerene kori{}enjem
poliklonskog radioimunoodre|ivanja i monoklonskim
fluoroimunoesejom. Nisu utvr|ene razlike u AFP, ali
jesu u hCG. 

Anti-reagens antitela.  Neki pacijenti u serumu
sadr`e imunoglobuline koji mogu da reaguju sa anti-
telima `ivotinjskog porekla koja se koriste u testovima
za odre|ivanje tumorskih markera i da uzrokuju inter-
ferenciju. Postoji nekoliko izve{taja o interferenciji
anti-reagens antitela u kompetitivnim odre|ivanjima,
ali su interferencije mnogo ~e{}e u dvostranim imu-
nometrijskim testovima sa monoklonskim antitelima.
La`no pove}ani rezultati mogu se dobiti ako se anti-
reagens antitela ve`u i za mesta za koja se ne vezuje
analit i vezuje oba antitela koja se koriste u testu. Ako
se interferiraju}a antitela ve`u i blokiraju samo jedno
antitelo iz reagensa, dobi}e se ni`i rezultati. Kao rezul-
tat drugih sternih smetnji, interferiraju}a antitela mogu
da uti~u na prepoznavanje pomo}u reagens antitela,
kao i da interferiraju direktnim vezivanjem za antitela iz
reagensa. 

Minimiziranje interferencije 
anti-reagens antitela

Sam test za odre|ivanje tumorskog markera uti-
~e na verovatno}u interferencije anti-reagens antitela.
Metode koje koriste samo jedno mi{ije antitelo (i
drugo antitelo poliklonsko) su manje osetjlivi na inter-
ferenciju od onih koji koriste dva monoklonska anti-
tela. Trebalo bi izbegavati kori{}enje dijagnosti~kih
kitova koji sadr`e monoklonska antitela koja se ko-
riste za in vivo imaging. Npr. zamenom monoklon-
skog antitela OC125 sa alternativnim monklonskim
antitelom M11 u komercijalnim testovima za odre-
|ivanje CA125 u kojima se koristi OC125 kao obe-
le`eno monoklonsko antitelo, interferencija HAMA se
zna~ajno smanjuje. Kori{}enje himernih humanih
mi{ijih antitela mo`e tako|e da smanji interferenciju
anti-reagens antitela. 

U praksi, dodatak ne-imunih `ivotinjskih seruma
u test eliminisa}e interferenciju anti-reagens antitela.
Po`eljno je da serum poti~e od od iste vrste koja se
koristi u testu (npr. mi{iji). Ne-imuni serum sadr`i
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imunoglobuline drugih vrsta (konj, krava, koza) i ta-
ko|e }e smanjiti efekte interferiraju}ih antitela, uka-
zuju}i na sli~nost strukture imunoglobulina ovih vrsta.
Iz nekoliko razloga, dodatak ne-imunog `ivotinjskog
seruma nije uvek efikasan u eliminaciji interferencije
dodatkom anti-reagens antitela: 
– Individualni humani imuni odgovori na `ivotinjske

imunoglobuline mogu se razlikovati kvalitativno,
kvantitativno i tokom vremena.

– Koncentracija blokiraju}eg `ivotinjskog imunoglo-
bulina obi~no se odre|uje empirijski.

– Interferiraju}e antitelo mo`e da se ve`e za speci-
fi~ne Fab epitope na antitelima reagensa koji nisu
prisutni na dodatim `ivotinjskim imunoglobulinima.

Ukoliko se o~ekuje anti-reagens interferencija,
uprkos kori{}enju ne imunog seruma, alternativne
metode za detekciju ili uklanjanje anti-reagens inter-
ferencije moraju da se koriste. To uklju~uje: 

– Prethodnu ekstrakciju analita iz uzorka.
– Dodatak imobilizovanog neimunog seruma, sus-

penzije proteina A ili G.
– Precipitaciju polietilen glikolom (koriste}i 50% vv

16% PEG6000).
– Zagrevanje u acetatnom puferu (70–90 °C), pH 5,0

(pogodan samo za analite kao {to je npr. CEA koji
je otporan na ove denaturi{u}e uslove za anatitelo)

– Analiziranje uzoraka koji su razbla`eni u razli~itom
odnosu kako bi se procenila linearnost dilucije, pri
~emu se uzorci koji sadr`e interferiraju}a antitela ne
razbla`uju paralelno. 

– Pretretman sa komercijalno dostupnim antitelima
koja blokiraju epruvete. 

– Analiziranje uzoraka drugom metodom, koja se zas-
niva na razli~itom principu, npr. radioimunoodre-
|ivanje.    

Identifikacija mogu}e interferencije 
anti-reagens antitela

^esto je veoma te{ko identifikovati uzorke koji-
ma se mo`e pripistai anti-reagens interferencija, a
potrebno je i veliko klini~ko iskustvo.  Ukoliko je po-
trebno uraditi niz testova istom pacijentu (npr. profil
reproduktivnih hormona) interferencija mo`e da se
o~ekuje ~e{}e ako su samo jedan ili dva testa podlo`na
ovom uticaju, {to }e dati rezultate koji se ne sla`u sa
rezultatima merenja drugih analita. Me|utim ukoliko
je potrebno analizirati samo jedan uzorak, kao {to je
to slu~aj kod tumorskih markera, onda je mogu}nost
da interferencija pro|e nezapa`eno ve}a. Lak{e je pri-
metiti ve}u nego manju interferenciju. Veli~ina inter-
ferencije mo`e ukazati na tip antitela koja je uzrokuju.

Humana anti-mi{ija antitela (HAMA). Dire-
ktno intravensko davanje mi{ijih monoklonskih anti-
tela (~esto anti-CEA ili anti-CA 125) za snimanje ili u

terapeutske svrhe u onkologiji produkuju anti-mi{ija
antitela kod pacijenata. Ukazano je na prevalencu
>70% kod ovih pacijenata, dok se broj ljudi u popu-
laciji koji imaju HAMA u opsegu od <0,1% do 80%.
Ove varijacije ukazuju da je te{ko izmeriti ova antitela;
nije dostupan univerzalan kit jer antigen koji uti~e na
odgovor HAMA kod ovih pacijenta nije poznat.
Odgovor ~oveka na `ivotinjska antitela mo`e biti kla-
se IgG, IgA, IgM ili retko IgE klase. Specifi~nost anti-
tela mo`e biti anti-izotipska ili anti-idiotipska, usmere-
na na hipervarijabilan ili konstantan region molekule
imunoglobulina. Iako postoji nekoliko testova za me-
renje HAMA ova metoda jo{ uvek nije standardizo-
vana, postoje razlike u kalibratorima (koriste se dva
kalibratora: majmunski anti-mi{iji igG i plazma paci-
jenata sa monoklonskim antitelima). Koncentracije
HAMA u serumu pacijenata (mg/L ili g/L) koji su
HAMA pozitivni rezultat je davanja mi{ijih monoklon-
skih antitela, po{to se HAMA produkuje kao odgovor
na direktnu stimulaciju antigena. Trajanje odgovora
na HAMA varira, ali antitela se u cirkulaciji nalaze naj-
manje 30 meseci nakon davanja mi{ijih imunoglobu-
lina. Merenja koja se preduzimaju da bi se mini-
mizirala indukcija HAMA odgovora kod pacijenata
koji primaju monoklonska antitela uklju~uje slede}e
postupke:
– Imunosupresivi pre i nakon terapije antitelima,
– Kori{}enje Fab fragmenata (koji su manje imuno-

geni) umesto cele molekule imunoglobulina,
– Kori{}enje humanih i himernih antitela (mada je

IgG potencijalno antigen),
– Oblaganje monoklonskih antitela sa polietilen

glikolom kako bi se smanjila njihova imunogenost
(28–33).

Sa pove}anjem kori{}enja mi{ijih monoklonskih
antitela u snimanju, va`no je imati u vidu njihov efekat
na druga imunoodre|ivanja (sr~ani markeri, repro-
duktivni hormoni) kod pacijenata sa kancerom. 

Heterofilna antitela

Druga interferencija mo`e poticati od heterofil-
nih antitela koja se stvaraju kao odgovor na neki imu-
nogen i nisu specifi~na. Heterofilna antitela se javlja-
ju u ni`oj koncentraciji u odnosu na HAMA i imaju
manji afinitet za druga antitela. Postoje najmanje dve
klase heterofilnih antitela, jedna su usmerena na epi-
top prisutan samo na ze~ijem imunoglobulinu, a dru-
ga na epitop na kozijem, konjskom i mi{ijem imu-
noglobulinu, ali ne i na ze~ijem; oko 40% zdravih oso-
ba poseduje ova antitela, koja primarno prepoznaju
epitope na Fab fragmentu i koji imaju sposobnost da
Fab-Fab interakcija sa reagens antitelom. 

Mogu}i nejatrogeni uzroci prisustva heterofilnih
antitela uklju~uju blizak kontakt sa `ivotinjama, pre-
nos antigena hrane kroz zid creva (gove|i imunoglob-
ulin iz mesa ili mleka) i neke bolesti kao {to je npr.
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idiopatska kardiomiopatija. Mogu}i jatrogeni uzroci
uklju~uju izlaganje dijagnosti~kim i farmaceutskim
agensima `ivotinjskog porekla, desorpciju imobilizo-
vanog IgG tokom pre~i{}avanja rekombinantnih pro-
teina koji se koriste u terapeutske svrhe, vakcinaciju
protiv infektivnih bolesti i transfuziju krvi.

Na testove za odre|ivanje CEA, CA125 i hCG
uti~u heterofilna antitela (34).  

Reumatoidni faktori. Antitela prisutna u seru-
mu pacijenata s reumatoidnom bole{}u (drugim
autoimunim bolestima, SLE, sklerodermi i hroni~-
nom aktivnom hepatitisu) mogu se vezivati za neko-
liko antigenskih determinanti na Fc regionu IgG. Na-
zvana reumatoidni faktori, ova antitela mogu biti IgM,
IgG ili IgA klase i naro~ito mogu uzrokovati la`no
povi{ene vrednosti u testovima koji se zasnivaju na
turbidimetrijskom odre|ivanju ili latex-aglutianciji.
Interferencije u dvostranim imunoodre|ivanjima mo-
gu biti posledica delovanja razli~itih mehanizama,
uklju~uju}i agregaciju molekula antitela vezivanjem
Fc regiona za druge imunoglobuline. Da li ona imaju
dovoljno veliki afinitet da uzrokuju fenomen ukr{tanja
kao HAMA ili heterofilna antitela nije u potpunosti raz-
ja{njeno. Posebno treba voditi ra~una kada se ana-
liziraju serumi pacijenta s reumatskim bolestima,
zbog velike mogu}nosti inteferencije u ovim uzorci-
ma. 

Ova antitela su prisutna i kod 5% normalne po-
pulacije. Ova interferencija mo`e biti tako velika da se
ne mo`e spre~iti kori{}enjem Fc bez  antitela, ukazu-
ju}i na neku drugu vrstu interferencije. Uzorci pacije-
nata sa reumatoidnim artristisom ~esto pokazuju po-
ve}ane koncentracije antitela na proteine hrane, kao
rezultat smanjenje GI tolerancije i mogu uzrokovati
interferencije (2, 25). 

Interferencije razli~itih antitela

Iznena|uju}e visoke vrednosti hCG, AFP,
CA125 i TSH izmerene su u serumu pacijenata sa
septikemijom uzrokovanom E. coli. Ovo je interesan-
tno, po{to je poznato da mikroorganizmi u eksperi-
mentalnim uslovima mogu indukovati sintezu anti-
imunoglobulin antitela (2, 24, 35). 

High-dose hook efekat (efekat prozona)

Dvostrana imunoodre|ivanja u kojima se oba
antitela dodaju istovremeno posebno su osetjiva na
high dose hoook ili prozon efekat. Pri visokim kon-
centracijama analita, kada koli~ina oba antitela po-
stane ograni~avaju}i faktor, mogu se dobiti niski re-
zultati. Pod ovim uslovima, dolazi do kompeticije slo-
bodnog analita i analita vezanog za obele`eno antite-

lo za ograni~eni broj mesta na antitelima vezanim za
~vrstu podlogu. Vezivanje obele`iva~a za ~vrstu fazu
}e zbog toga da se smanjuje u prisustvu ve}e kon-
centracije analita. Ako je koncentracija analita do-
voljno velika i ne prepozna se kao takva, mogu se do-
biti la`no niski rezultati, koji mogu biti u referentnom
opsegu koncentracija. Rizik od ovog efekta se mo`e
smanjiti kori{}enjem dvostepenih testova koji uklju-
~uju korak ispiranja, koriste}i antitela vezana za ~vrstu
fazu ve}eg kapaciteta i analiziranjem uzoraka koriste-
}i dva razbla`enja. Svaki od ovih prilaza ima mana:
izvo|enje dvostepene reakcije zahteva vi{e vremena i
manji broj uzorak pa se mo`e uraditi na automatskim
analizatorima, a kori{}enje antitela sa ve}im kapacite-
tom, kao i analiziranje uzoraka dva puta (koriste}i dva
razbla`enja) pove}ava cenu odre|ivanja tumorskog
markera. Kineti~ko merenje mo`e eliminisati ovaj efe-
kat. Mnogi proizvo|a~i ukazuju na koncentracije
iznad kojih se mo`e javiti hook efekat. Iako je proce-
nat pacijenata sa izuzetno visokim tumorskim marke-
rima koji bi mogli usloviti pojavu hook efekata izu-
zetno mali, klini~ke posledice neprepoznavanja ova-
kvih uzoraka pacijenta mogu biti izuzetno ozbiljne,
posebno u slu~ajevima kada je bolest potencijalno
fatalna, ali izle~iva, kao kada se meri hCG u suspekt-
nom karcinomu ili AFP u suspektnom hepatoblasto-
mu kod dece. 

U endogene interferencije (poti~u od karakteri-
stika uzorka) i mogu potencijalno uticati na rezultate
imuno odre|ivanja tumorskih markera spadaju i
jatrogeni uzroci (kori{}enje kanabisa mo`e prolazno
pove}ati koncentracije hCG u serumu), prisustvo lip-
ida, hemoglobina, paraproteina i dr. sastojaka seru-
ma mogu da dovedu do problema u homogenim
imununoodre|ivanjima, a komplement interferira u
testovima za odre|ivanje CEA, bakterijska kontami-
nacija (mucini i imunoodre|ivanja koja su osetljiva na
virusne i bakterijske neuraminidaze, mogu usloviti
la`no negativne rezultate) (36–40). 

Klini~ari i biohemi~ari moraju da vode ra~una o
mnogim faktorima koji mogu da uslove razlike u re-
zultatima i gre{ke pri odre|ivanju tumorskih markera.
Osnovni je cilj da se izbegnu laboratorijske gre{ake
koje poti~u od razlika u rezultatima odre|ivanja tu-
morskih markera, ma kog porekla one bile. Iako je
identifikacija ovih gre{aka ~esto veoma te{ka, uspo-
stavljanjem dobre komunikacije izme|u laboratorije i
klini~ara i analiziranjem svakog rezultata odre|ivanja
koji nije u skladu sa klini~kom slikom pacijenta, mo-
gu se spre~iti mnoge nepotrebne klini~ke intervenci-
je kod pacijenata koje bi se zasnivale na pogre{nom
rezultatu laboratorijskog odre|ivanja tumorskih mar-
kera. U tom smislu, na laboratoriji je velika odgovor-
nost izdavanja ta~nih rezultata odre|ivanja tumorskih
markera, a primarno u interesu pacijenata.  
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Summary: A tumor marker is a substance produced by a tumor or by the host in response to a tumor
that is used to differentiate a tumor from normal tissue or to determine the presence of tumor based on meas-
urements in the blood or secretions. Tumor markers are measured by a variety of analytical and instrumental
techniques such as enzyme assay, immunoassays (radioimmunoassay, enzyme immunoassay, microparticle
enzyme immunoassay, chemiluminiscence, electrochemiluminiscence), electrophoresis, and also mass spec-
trometry and microarrays for the assay of protein and genetic tumor markers. The discrepancies in tumor mark-
er analysis, quality requirements relevant to all tumor marker measurements (pre-analytical, analyitical and
post-analytical), comparability of tumor marker results and individual method robustness to potential interfe-
rences wil be reviewed. 
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