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KAKO PRIMJENJIVATI TUMORSKE BILJEGE
U KLINICKOJ PRAKSI
How to use tumor markers in clinical practice

Lorena Honovi¢

Summary: Tumor markers are substances, usually proteins that are produced by the body in response to cancer growth
or by the cancer tissue itself and they may be detected in blood, urine, or tissue samples. Some tumor markers are specific
for a particular type of cancer, while others are seen in several cancer types. Most of the well-known markers may also be
elevated in non-cancerous conditions. Tumor markers provide information that can be used to: diagnose, stage, determine
prognosis, guide treatment, monitor treatment and determine recurrence. However, numerous clinical trials have shown
that the diagnostic value of tumor markers in early detection and diagnosis of disease is over valuated. In the past few years,
a The awareness of the limitations of the tumor marker analysis, in particular tumor markers for non-cancerous diseases
leading to possible value increases (false positives), is also indispensable. All of this led to the definition of guidelines for
good practice, including the design of quality control, rules for requesting, validation and interpretation of results, and the

setting up of a serum library.

Key words: tumor markers, guidelines

UvVOD

Znadaj odredivanja tumorskih biljega proizlazi iz epide-
miologije malignih bolesti, koja su po ucestalosti smrtnog
ishoda u razvijenim zemljama na drugom mjestu Pri tome
svakako treba napomenuti porast oboljevanja u korelaciji
s dobi stanovni$tva. Tumorski biljezi predstavljaju skupinu
heterogenih bioloskih tvari koje mogu nastati iz samih tu-
morskih stanica ili nastaju kao odgovor na tumorski rast, pri
¢emu mogucnost postojanja i upotrebe biljega kojeg izravno
izlu¢uju tumorske stanice znacajno doprinosi pri razlikova-
nju normalnog tkiva od tumorskog rasta.

Kako ne postoji dovoljno specifican i osjetljiv tumorski
biljeg za probiranje u zdravoj populaciji, tumorski biljezi
se najéesc¢e koriste za procjenu rizika malignih tumora, za
rano otkrivanje bolesti, dijagnozu, prognozu i predvidanje
uspjesnosti terapije, pratenje napredovanja i otkrivanja re-
cidiva bolesti. Medutim, brojna su klinic¢ka istrazivanja po-
kazala da je dijagnosticka vrijednost tumorskih biljega u
ranom otkrivanju i dijagnostici bolesti precijenjena. Veéina
tumorskih biljega ima nisku specifi¢nost i za organ i za ma-
ligni tumor. Nalaze se u povisenim koncentracijama u krvi
pacijenata s razli¢itim malignim tumorima iste vrste tkiva,
ali i u krvi pacijenata s benignim bolestima i zdravih oso-
ba. Samo se nekoliko tumorskih biljega moze primijeniti za
probiranje rizi¢nih skupina ili za primarnu dijagnozu, dok
je najvela vrijednost ve¢ine od njih u pracenju uspjesnosti
terapije i ranom otkrivanju recidiva primarne bolesti ili me-
tastaza. (1, 2)

Premda su mnogobrojne medunarodne, regionalne i

nacionalne stru¢ne skupine i organizacije objavile svoje kli-
nicke i laboratorijske smjernice temeljene na dokazima za
dijagnostiku malignih bolesti, kao npr. Europska grupa za
tumorske biljege (EGTM), Europsko drustvo za medicinsku
onkologiju (ESMO), Americko drustvo za klini¢cku onkolo-
giju (ASCO) i druge, njihova primjena u svakodnevnoj kli-
ni¢koj praksi nije dobila znacaj koji im pripada. Znacajno
mjesto zauzimaju prakti¢ne smjernice s preporukama za
upotrebu tumorskih biljega u klini¢koj praksi Nacionalne
akademije klinicke biokemije (NACB) Americkog drus-
tva za klini¢ku kemiju, koje su nastale razvojem ve¢ ranije
objavljenih smjernica NACB i EGTM. Upravo su te smjer-
nice preporucene od strane Hrvatske komore medicinskih
biokemicara za primjenu u rutinskom radu specijalistickih
laboratorija. Odredivanje tumorskih biljega moze imati zna-
¢ajne posljedice na smjer zdravstvene skrbi za pacijenta, pa
je stoga pri odredivanju tumorskih biljega od izuzetne vaz-
nosti postivanje svih nacela i zahtjeva kvalitete za upotrebu
tumorskih biljega koji se odnose na sve dijelove laborato-
rijskog procesa: predanaliticki, analiticki i poslijeanaliticki.
Predanaliticki zahtjevi obuhvacdaju izbor tumorskog biljega,
vrstu uzorka, vrijeme uzorkovanja i rukovanje uzorkom. U
podrudju analitickog dijela, smjernice se odnose na stan-
dardizaciju analize, provodenje unutarnje i vanjske kontrole
kvalitete, te interferencije koje se mogu javiti pri odrediva-
nju tumorskih biljega. Smjernice poslijeanalitickog dijela
obuhvacaju referentne intervale, interpretaciju i izvjestava-
nje o tumorskim biljezima. (3)
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METODE ODREDIVANJA TUMORSKIH BILJEGA
Tumorski biljezi su molekule koje se mogu pronaci u promi-
jenjenim koncentracijama u krvi, mokra¢i ili tkivima ljudi
s nekim odredenim vrstama malignih tumora. Zahvaljujuci
razvoju tehnologija odredivanje tumorskih biljega danas je
moguce na svim razinama medicinsko-biokemijske dija-
gnostike pri ¢emu se najces¢e odreduju imunokemijskim
metodama i metodama molekularne dijagnostike. U rutin-
skom radu najcesc¢e se odreduju kvantitativnim neinvaziv-
nim in vitro postupcima. Odreduju se histoloskim, citolos-
kim i imunokemijskim metodama kao §to su enzimske (EIA
- Enzym Immuno Assay), fluorometrijske (FEIA - Fluoro
Enzyme Immuno Assay), laminometrijske (LIA - Lumino-
metric Immuno Assay), masena spektrofotometrija, a samo
iznimno radiometrijskim metodama (RIA - Radioimmuno
Assay). Osnovno svojstvo svih imunokemijskih metoda je
da reagens sadrzi antitijelo kojim se ciljano odreduje analit
koji je po svojim svojstvima antigen. Premda je veza anti-
gena i antitijela specificna, mnogobrojni su potencijalni
¢imbenici povezani uz sve dijelove laboratorijskog procesa
koji mogu utjecati ogranicavajuce na odredivanje tumorskih
biljega. (4, 5)

PREPORUKE ZA ODREDIVAN]JE

TUMORSKIH BILJEGA

Godine 2009. NACB objavila je preporuke koje su od oso-
bite vaznosti u podrudju dijagnostike i primjene tumorskih
biljega u testikularnom karcinomu, karcinomu prostate, ko-
lorektalnom karcinomu, karcinomu dojke, karcinomu jajni-
ka (6). Godinu dana kasnije, objavljene su i preporuke za
upotrebu tumorskih biljega u karcinomu jetre, mokra¢nog

Tablica 1. Razine dokaza i snaga preporuka koristeni za stup-
njevanje NACB smjernica za tumorske biljege

mjehura, vrata maternice i zeluca (7). Jedna od znacajnijih
preporuka u trazenju tumorskih biljega u svakodnevnoj kli-
nickoj i laboratorijskoj praksi zahtjevi su kvalitete za upo-
trebu tumorskih biljega. Svim preporukama za upotrebu
tumorskih biljega pripisana je razina dokaza (LOE - Level
of Evidence) za njihovu klini¢ku primjenu prema TMUG
sustavu (Tumor Marker Utility Grading system) kao i snaga
preporuke (SOR - Strenght Of Recommendation), tablica 1.
Nacin procjene tumorskih biljega prema navedenim kate-
gorijama trebao bi pomo¢i procjeni postojec¢ih podataka o
tumorskim biljezima i olaksati njihovu primjenu. Krajnji cilj
je osiguravanje pravilne klini¢ke odluke koja ¢e dovesti do
povoljnijeg klini¢kog ishoda u pacijenta, odnosno primjene
tumorskih biljega koja ¢e utjecati na ukupno prezivljavanje,
prezivljenje bez prisutnosti bolesti, na kvalitetu Zivota i sma-
njenje ukupnih trogkova lijec¢enja.

PREDANALITICKI CIMBENICI PRI ODREPIVANJU
TUMORSKIH BILJEGA

Kao i pri odredivanju drugih analita, naj¢es¢e predanaliti¢-
ke pogreske pri odredivanju tumorskih biljega odnose se na
nepravilno uzimanje uzoraka krvi, rukovanje uzorkom, ne-
postivanje uvjeta pravilnog transporta do laboratorija, sta-
bilnost uzorka. NACB preporuke (3) za predanaliticke za-
htjeve kvalitete pri odredivanju tumorskih biljega opéenito
se odnose na preporuke usmjerene na uzorak i one koje su
usmjerene na pacijenta.

Preporuke o vrsti uzorka ukazuju da su vrste uzorka naj-
Ce$ce serum ili plazma. Stabilnost tumorskih biljega opce-
nito je vrlo dobra i nakon odvajanja seruma ili plazme od
stani¢nog dijela krvi mogu se ¢uvati kratkotrajno pri +4°C,
dugotrajno pri -30°C, te dugotrajnije pri -70°C. Stabilnost
pri zamrzavanju i odmrzavanju ovisna je o tumorskom bi-
ljegu. Tako primjerice obradu toplinom u cilju inaktivacije

Razina dokaza

(LOE) Kriteriji
| Dokaz iz prospektivnog kontroliranog istrazivanja posedno oblikovanog za ispitivanje tumor-
skog biljega ili dokaz iz meta-analize, pooled analiza ili pregleda istrazivanja razine II ili III
N Dokaz iz prospektivnog istrazivanja hipoteze o terapiji i koje nije posebno oblikovano za ispiti-
vanje korisnosti tumorskog biljega
II1 Dokaz iz velikih prospektivnih istrazivanja
IV Dokaz iz malih retrospektivnih istrazivanja
A% Dokaz iz malih pokusnih istrazivanja
Snaga preporuke
(SOR)
A -Jaka Nije vjerojatno da ¢e sljedece ispitivanje promjeniti povjerenje u procjenu ucinka

B - Umjerena . . Lo .
jatno Ce promijeniti procjenu

Vjerojatno ¢e sljedece ispitivanje imati vazan utjecaj na povjerenje u procjenu ucinka i vjero-

C - Mala

Velika vjerojatnost da ¢e sljedece ispitivanje imati veliki utjecaj na povjerenje u procjenu ucin-
ka i vjerojatno ¢e promijeniti procjenu

D - Vrlo mala

Bilo koja procjena ucinka je vrlo nepouzdana
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HIV-a osobito treba izbjegavati pri odredivanju HCG (diso-
cijacija na slobodne a i b podjedinice) i PSA. Stabilnost uku-
pnog i slobodnog PSA pod razli¢itim uvjetima ¢uvanja po-
sebno je kriti¢na ako se ti isti biljezi koriste za probiranje. Na
neke tumorske biljege poput AFP, CEA i CA 125 znacajniji
utjecaj ima dugotrajno ¢uvanje koje je u ovim slucajevima
obiljezeno gubitkom stabilnosti. Nestabilnost u oba slucaja
pokazuje CA 19-9. (3)

Pri izboru pretrage preporuka je da zahtjevi za odredi-
vanjem tumorskih biljega trebaju biti u skladu s lokalnim
protokolima koji se temelje na potvrdenim nacionalnim i
medunarodnim smjernicama. Spekulativno odredivanje pa-
nela tumorskih biljega treba izbjegavati. Mogudi izuzetak su
pacijenti s poznatom maligno$¢u nepoznatog porijekla. Va-
lja napomenuti da PSA ne treba nikada odredivati rutinski
u zena, da CA 125 ne treba rutinski odredivati u muskaraca
i da CA 15-3 u muskaraca rutinski treba odredivati samo u
slu¢ajevima utvrdene dijagnoze karcinoma dojke. (3)

Preporuke koje se odnose na vrijeme uzorkovanja, od-
nose se na iskazivanje vaznosti odredivanja bazalnih vri-
jednosti tumorskih biljega prije operacije i prije praenja
bolesti, te su od pomo¢i u tumacdenju rezultata nakon spo-
menutih. Osim toga, preporuke ne odreduju to¢no vrijeme
uzimanja krvi. Naime, ne postoje dokazi o dnevnoj varijaciji
za ve¢inu tumorskih biljega, pa se uzorci krvi mogu uzeti
u bilo koje vrijeme. Preporuke sadrze nekoliko definiranih
situacija. Jedna od njih je da odredivanje PSA treba prove-
sti prije bilo koje klinicke manipulacije prostatom (biopsija
prostate, transuretralna resekcija prostate, traumatska kate-
teterizacija). Zatim, odredivanje CA 125 ne treba provoditi
za vrijeme menstruacije. (3)

Predanaliticki zahtjevi za kvalitetu ukljuc¢uju i utjecaj
lijekova, dugih tretmana i nacina Zivota na odredivanje
tumorskih biljega. Primjeri takvih utjecaja jesu inhibitori
5a-reduktaze, kemoterapija koja moze izazvati prolazno po-
vecanje koncentracija tumorskog biljega, upotreba kanabisa,
pusenje. Nezaobilazni ¢imbenik je i zagadenje uzorka, oso-
bito zagadenje slinom koje znac¢ajno moze povecati stvarne
koncentracije CEA i CA 19-9. (3)

Odredena klinicka stanja znacajni su ¢imbenici pri odre-
divanju nekih tumorskih biljega (3). Opcenito jetrene i bu-
brezne bolesti, te upala i infekcija mogu prouzroditi pove-
¢ane koncentracije tumorskog biljega. Takav utjecaj mogu
imati i neke dobro¢udne bolesti poput cista jajnika, obolje-
nja §titnjace, bubreznih kamenaca, sarkoidoze. Vrlo je vazno
voditi racuna o navedenim utjecajima jer mogu dovesti do

produzetka lije¢enja i eventualno neprikladnih operacija.
Detaljniji prikaz utjecaja razli¢itih klinickih stanja na vrijed-
nosti tumorskih biljega prikazan je u tablici 2.

Opcenito jetrene i bubrezne bolesti te upala i infekcija
mogu prouzroditi pove¢ane koncentracije tumorskog bilje-
ga, kao i neke benigne bolesti kao npr. ciste jajnika, oboljenja
Stitnjace, bubrezni kamenci i sarkoidoza. Zatajenje bubrega
najvjerojatnije uzrokuje povecane rezultate za CEA i citoke-
ratine te za HCG u nekim analizama, ovisno o molekularnim
oblicima HCG koji se odreduju. Pacijentima u toj kategoriji
to treba upisati u klini¢ki izvjestaj. HCG se moze stalno po-
vecavati u Zena koje su u menopauzi i/ili u Zena s visokom
normalnom vrijedno$¢u. Umjereno povecanje CA 125 moze
se pratiti u endometriozi i prva dva trimestra trudnocde, a
znacajno u pacijenata s benignim ascitesom. Vrijednosti
CA 125 >1000 kIU/L su nadene u pacijenata s hipotiroidiz-
mom i ascitesom. Pazljiva interpretacija rezultata pacijenata
s ovim stanjima je vazna i njihove implikacije treba upisati
u Kklinicki izvjestaj. CA 125 moze biti znac¢ajno povecan u
pacijenata s benignim tumorima jajnika ili drugom beni-
gnom patologijom zdjelice (npr. u Meigsovom sindromu,
benignom clear-cell adenofibromu jajnika. Osim u navede-
nim sluc¢ajevima CA 125 moze biti zna¢ajno poveéan u pa-
cijenata s zatajenjem srca (vrijednosti znacajno koreliraju s
ja¢inom sistolicke disfunkcije lijeve klijetke), u pacijenata s
cirozom jetre i kroni¢nim aktivnim hepatitisom, u tuberku-
lozi i tuberkuloznom peritonitisu (koji nije nastao zbog bu-
brezne insuficijencije). Znacajno povecane vrijednosti CA
125 mogu biti povezane s povratnim ishemi¢nim mozdanim
udarima u pacijenata s metastatskim karcinomom. CA 15-3
moze biti pove¢an u nekim patologijama koje nisu povezane
s dojkom: malignim (npr. jajnik, plu¢a, mijelom) i nemali-
gnim (npr. dermatoloska stanja, kolitis, benigni hepatitis).
Infekcije urinarnog trakta i prostatitis mogu znacajno po-
vecati PSA, i potvrdne uzorke treba uzeti nakon uspjesnog
antibiotskog tretmana. CA 19-9 moze biti povecan u beni-
gnim ginekologkim bolestima, ukljuc¢uju¢i endometriozu i
lejomiom (benigna neoplazma glatkog misica), u pacijenata
s kroni¢nim virusnim hepatitisom i kroni¢nim hepatitisom,
u prisutnoj kolestazi.

Pri svim navedenim stanjima vazna je svijest o upozore-
njima koja su osobito vazna za pravilnu interpretaciju. To se
osobito odnosi na povecane serumske i mokra¢ne vrijedno-

Tablica 2. Moguce interferencije i drugi analiticki izvori vari-
jacija pri odredivanju vrijednosti nekih tumorskih biljega (3,
89)

Tumorski biljeg

Moguce interferencije i drugi analiticki izvori varijacija, te moguci utjecaj na rezultate

a-1-fetoprotein (AFP)

tati

1. HAMA i heterofilna protutijela mogu interferirati u imunokemijskom odredivanju -
poviseni ili sniZeni rezultati

2. nemaligne bolesti (alkoholni hepatitis, alkoholna ciroza jetre, akutni virusni hepatitia,
nosioci HbsAg, kroni¢ni perzistirajuci hepatitis) — poviseni rezultati

3. trudnoca (ovisno o tjednima trudnoce, max. izmedu 32. i 36. tjedna) — poviseni rezul-

4. gubitak aktivnosti uslijed polimerizacije i dugotrajnog ¢uvanja — sniZeni rezultati
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Tumorski biljeg Moguce interferencije i drugi analiticki izvori varijacija, te mogu¢i utjecaj na rezultate
1. Li ili Na-heparinska plazma ima 7-8% vi$e vrijednosti u odnosu na serum - poviseni
rezultati
2. HAMA i heterofilna protutijela mogu interferirati u imunokemijskom odredivanju -
Karcinoembrionalni poviseni ili sniZeni rezultati
antigen (CEA) 3. nemaligne bolesti (hepatitis, pankreatitis, upalne bolesti gastrointestinalnog sustava,

upalne plu¢ne bolesti, zatajenje bubrega, hipereozinofilija) — poviSeni rezultati

. pusenje — poviseni rezultati

5. dugotrajno ¢uvanje — snizeni rezultati

Antigen karcinoma 15-3
(CA 15-3)

. HAMA i heterofilna protutijela mogu interferirati u imunokemijskom odredivanju -
poviseni ili snizeni rezultati

. nemaligne bolesti (ciroza jetre, hepatitis, autoimune bolesti, jajnika i dojke) — poviseni
rezultati

. druge maligne bolesti, osim karcinoma dojke (karcinom pluca, kolona, pankreasa,
primarni karcinom jetre, jajnika, cerviksa i endometrija) — poviseni rezultati

. linearnost nekih metoda iznad 200 IU/ml, osobito pri upotrebi seruma — sniZeni rezul-
tati

Antigen karcinoma 125
(CA 125)

. HAMA i heterofilna protutijela mogu interferirati u imunokemijskom odredivanju -
poviseni ili snizeni rezultati

. nemaligne bolesti (benigne ciste jajnika, endometrioza, bolesti jetre i pankreasa, prvi
trimestar trudnode, pacijenti na dijalizi, zatajenje srca, tuberkuloza) — poviseni rezul-
tati

. druge maligne bolesti osim karcinoma jajnika (karcinom corpusa, cerviksa, endome-
trija, pankreasa i plu¢a) — poviSeni rezultati

. dugotrajno cuvanje - snizeni rezultati

5. menstruacija — po viseni rezultati

Ugljikohidratni antigen
19-9 (CA 19-9)

. HAMA i heterofilna protutijela mogu interferirati u imunokemijskom odredivanju —
poviseni ili sniZeni rezultati

. pacijenti s krvnom grupom Levis (a), Levis(b) negativna zbog nedostatka enzima
sialil-transferaze potrebnog za sintezu CA 19-9 epitopa (3-5% populacije) — snizeni
rezultati

3. menstruacija i trudnoca - poviseni rezultati

. zagadenje uzorka sekretima, osobito slinom - poviseni rezultati

5. nemaligne bolesti (pankreatitis, hepatitis, ciroza jetre, druge gastrointestinalne bolesti,

cisti¢na fibroza) — poviseni rezultati

Ukupan prostata specifi-
¢an antigen (tPSA)

. HAMA i heterofilna protutijela mogu interferirati u imunokemijskom odredivanju —
poviseni ili sniZeni rezultati

. hormonska terapija — poviseni rezultati

3. transrektalna ultrazvuc¢na dijagnostika i biopsija prostate, te ostale manipulacije - po-

viseni rezultati

. ejakulacija - poviseni rezultati

5. ostale maligne bolesti (karcinom dojke, neoplazme zlijezda slinovnica, preiuretalnih i

[=))

analnih zlijezda) - poviseni rezultati

. produljeno vrijeme do centrifugiranja i pohrane za fPSA, te obrada toplinom - sniZeni
rezultati
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Tumorski biljeg

Moguce interferencije i drugi analiticki izvori varijacija, te mogu¢i utjecaj na rezultate

\S]

rezultati
Ukupni humani korion-

1. prozonski uc¢inak visokih koncentracija — sniZeni rezultati

. heterofilna antitijela, nespecifi¢ni proteinski nosaci, hCG sli¢ne supstance — poviseni

fragment 19

ski gonadotropin 3. bubrezna insuficijencija, menopauza — poviseni rezultati
(ukupni hCG) 4. prisutnost trofoblasti¢nog ili netrofoblasticnog tumora - poviseni rezultati
5. toplinska obrada (moguca disocijacija na slobodne podjedinice) - sniZeni rezultati
6. upotreba canabisa - poviseni rezultati
1. endotrahealna intubacija, dugotrajna viokotla¢na ventilacija — poviseni rezultati
Citokeratinski 2. traume pluca - poviSeni rezultati

(Cyfra 21-1) 3. zagadenje uzorka sekretima, osobito slinom - poviSeni rezultati

4. kratko vrijeme poluzivota (2-5 sati) — sniZeni rezultati

sti HCG u zdravih Zena koje treba sistemati¢no ispitati kako
bi se iskljucili odredeni maligni procesi i sprijecila nepri-
kladna operacija i lije¢enje. Pri tome potrebno je dugotrajno
pradenje jer se tumori mogu pojaviti nakon mnogo mjeseci
i godina. Vazno je zapamtiti da neoplazma zdjelice u Zena
s hidrotoraksom, ascitesom i poveéanim vrijednostima CA
125 moze biti benigna i brzo se rijesiti operacijom. Serumski
PSA se obi¢no smanjuje relativno brzo, ali treba vise od mje-
seca (do 9 mjeseci u jednom ispitivanju) da se rezultati vrate
unutar referentnog intervala.

ANALITICKI CIMBENICI PRI

ODREDIVANJU TUMORSKIH BILJEGA

Analiti¢ki dio laboratorijskog procesa provodi se u cijelosti
unutar medicinsko-biokemijskog laboratorija, pa su NACB
preporuke (3), u ovom dijelu, usmjerene na kontrolu valida-
cije testa, provodenje unutarnje i vanjske kontrole kakvoce
rada laboratorija. Znacajan dio odnosi se na prepoznavanje
i uklanjanje interferencija u metodama za odredivanje tu-
morskih biljega. Interferencije mogu biti egzogene i endo-
gene. Egzogene potjecu od vrste metodologije i opreme koja
se koristi pri odredivanju tumorskih biljega, a najpoznatije
su krizna reakcija (npr. kad se odreduju PSA ili HCG), ) i
prozonski efekt (npr. pri odredivanju AFP, HCG u stanjima
koja su potencijalno fatalna, ali izljec¢iva poput hepatobla-
stoma dje¢je dobi i gestacijske trofoblasticne neoplazije).
Endogene interferencije potje¢u od svojstava samog uzorka
i najcesce se iskazuju utjecajem onih supstanci koje imaju
strukturu antitijela koja mogu biti heterofilna i anti-animal-
na antitijela (npr. pri odredivanju HCG i CA 125) i onih koje
nemaju strukturu antitijela. (10)

POSLIJEANALITICKI ZAHTJEVI KVALITETE

Poslijeanaliticki zahtjevi uklju¢uju dobru informiranost o
uzorku, odnosno pojasnjenje koje se treba nalaziti uz posto-
janje sumnje ili dijagnosticirane malignosti ili stupnju tre-
tmana (npr. prije operacije, poslije operacije, prije kemote-
rapije).Takva informacija je bitna ako se radi laboratorijska

interpretacija i moze pomo¢i u identifikaciji povremenih
laboratorijskih pogresaka (npr. zamjena uzoraka na analiza-
toru). Pri tumacdenju rezultata postoje zahtjevi za tumacenje
usporedbom s referentnim intervalima. Referentni interva-
li su obi¢no najvazniji za pacijente s karcinomom prije tre-
tmana, nakon Cega pacijentova vlastita “bazalna vrijednost”
pruza najvazniju referentnu toc¢ku za interpretaciju rezulta-
ta tumorskog biljega. Ako je ona dobro utvrdena, poveca-
nje ¢ak unutar referentnog intervala moze za pacijenta biti
znacajno. Isto tako, ako je tumorski biljeg ispod normalne
ili uobicajene grani¢ne vrijednosti, svako stalno povecanje
mora se tretirati kao mogudi recidiv, pod uvjetom da je me-
toda odredivanja ista. Izvjestavanje o kriticnom povecanju
koncentracije tumorskog biljega te uzimanje u razmatranje
analiti¢ke izvedbe odredivanja i individualnog referentnog
intervala, doprinose ranijoj dijagnostici recidiva. Stoga je
osobito vazno poznavanje znacajne promjene tumorskog
biljega. Postotak povecanja ili smanjenja koji predstavlja
znacajnu promjenu treba biti definiran i treba uzeti u obzir
i analiti¢cku i biolosku varijaciju o ¢emu laboratoriji trebaju
biti u mogucnosti dati savjet. Premda postoje razli¢ita tu-
macenja znacajne promjene vrijednosti tumorskih biljega,
opcenito se smatra da potvrdeno povecanje ili smanjenje
od + 25% klini¢ki znacajno. Jedan od poslijeanalitickih za-
htjeva je i postojanje definiranog protokola pri promjeni
metode, uz koji je potrebna dobra komunikacija s glavnim
korisnicima prije nego §to se metoda promjeni. U svakod-
nevnoj rutinskoj praksi pri trazenju odredivanja tumorskih
biljega vrlo je vazno poznavanje njihova poluzivota koje je
definirano kao vrijeme 50%-tnog smanjenja koncentracije
cirkuliraju¢eg tumorskog biljega nakon potpunog ukla-
njanja tumorskog tkiva. Najznacajnija vremena poluZivota
jesu: AFP 4 dana, CA 125 5-10 dana, CA 19-9 4-8 dana, CA
15-3 5-7 dana, CEA 7 dana, HCG 0,5-1,5 dana, LD 10-54
sati, tPSA 4-7 dana, fPSA 2 sata-7 dana, SCC 1 dan. U za-
htjevima izvjeStavanja o rezultatima predvida se mogu¢-
nost prikaza kumulativnih rezultata ili grafickih prikaza
tumorskog biljega. Korisni nalazi olak$avaju interpretaciju
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i komunikaciju izmedu laboratorija i klinike. Nalazi trebaju
inkorporirati svaku dostupnu kratku klini¢ku informaciju,
posebno datum operacije itd. Stoga na nalazima treba na-
vesti upotrebljavanu metodu i istaknuti je li vjerojatno da
promjena metode ima utjecaj na interpretaciju trenda re-
zultata tumorskog biljega. Isto tako laboratoriji trebaju biti
spremni dati savjet o ucestalosti pracenja i potrebi za po-
tvrdnim uzorcima, te uvijek poticati dobru komunikaciju s
korisnicima usluga koja olak$ava prikladno koristenje tih (i
ostalih) pretraga. (12)

PRIMJENA TUMORSKIH BILJEGA

1. Testikularni karcinom

Kad postoji sumnja na testikularni karcinom, prije tretmana
je obavezno odredivanje humanog korionskog gonadotro-
pina (HCG), a-fetoproteina (AFP) i laktat-dehidrogenaze
(LD). Odredivanje HCG, AFP i LD je obavezno za stup-
njevanje i stratifikaciju rizika prema International germ
cell Consensus Classification (IGCCC) Ako su AFP, HCG
i/ili LD povecani prije terapije, treba ih pratiti tjedno dok
njihove vrijednosti ne budu unutar referentnog intervala.
Vrijednosti tumorskog biljega koje prelaze gornju granicu
referentnog intervala nakon terapije ukazuju na ostatnu
Serijsko pracenje s AFP, HCG i LD preporucuje se i kad vri-
jednosti nisu povecane prije terapije, buduci da se ekspresija
tumorskog biljega moze promijeniti tijekom terapije. Uce-
stalost odredivanja ovisi o stadiju i patologiji bolesti, ali je
treba odrediti prema dogovorenim protokolima. Budu¢i da
su bazalne vrijednosti individualne, povecanja vrijednosti
tumorskog biljega vaznija su nego apsolutne koncentracije.
Povecanje vrijednosti mora biti potvrdeno u drugom uzorku
i treba svakako razmotriti moguénost prolaznog povecanja
zbog nespecificne interferencije (npr. jatrogeni hipogonadi-
zam). Nomenklaturu Internacionalne federacije za klinicku
kemiju (IFCC) za HCG treba primjenjivati uz opis metode
odredivanja, a pri interpretaciji rezultata vrlo vazno je raz-
motriti mogu¢nost interferencija (npr. zbog heterofilnih an-
titijela) i prolazna povecanja (npr. zbog kemoterapije)

2. Karcinom prostate

PSA je trenutno najkorisniji serumski tumorski biljeg u
tretmanu pacijenata s karcinomom prostate i nuzan u svim
stadijima bolesti. Medutim, obzirom na raspravu sto se tice
upotrebe PSA za otkrivanje vrlo malih tumora, objavljene
koristi, koje proizlaze iz smanjenja razine klinicke odluke na
manje od 4 mg/L za biopsiju, previSe su nepouzdane da bi
obvezale na bilo koju opéu preporuku. Grani¢ne vrijedno-
sti, manje od obi¢no koristene granice od 4 mg/L, povecati
Ce osjetljivost s prate¢im smanjenjem specifi¢nosti osim ako
su primijenjene druge dodatne pretrage ili mjere za poveca-
nje specificnosti. Obratno, upotreba razina klinicke odluke
za PSA ve¢ih od 4 mg/L smanjuje osjetljivost, $to rezulti-
ra propustenim dijagnozama klini¢ki znacajnih tumora u
muskaraca koji mogu potencijalno imati koristi od ranog
tretmana. Upotreba %fPSA preporucuje se kao pomo¢ u
razlikovanju muskaraca s karcinomom prostate od muska-

24

raca s benignom hiperplazijom prostate kada je vrijednost
ukupnog PSA u serumu unutar raspona od 4 do 10 mg/L
i digitorektalni pregled negativan, u muskaraca podvrgnu-
tih ponovljenoj biopsiji, u selekcioniranim visokorizi¢nim
skupinama i osobito u identifikaciji muskaraca koji imaju
karcinom prostate unato¢ pocetnim negativnim nalazima
biopsije. Razina klinicke odluke mora biti ispravno validi-
rana za svaku kombinaciju pretraga fPSA i tPSA. Odluka o
tome moze li se preporuciti probiranje na karcinom prostate
s PSA u op¢oj populaciji, mora ¢ekati ishod prospektivnih
randomiziranih istrazivanja koja su u tijeku (npr. ERSPC -
European Randomized Screening for Prostate Cancer, ispi-
tivanja u Europi) kojima je rok zavrsetka bila 2010. godina.
U pacijenata s karcinomom prostate preporucuje se odredi-
vanje PSA za pracenje statusa bolesti nakon tretmana. Kod
odredivanja PSA krv treba uzeti prije bilo kakve manipula-
cije prostatom i nekoliko tjedana nakon izljecenja prostati-
tisa. Uzorke treba centrifugirati i staviti na hladno unutar 3
sata od uzorkovanja; §to je osobito vazna preporuka fPSA,
koji je nestabilniji od tPSA. Uzorci se mogu ¢uvati na +4 °C
do 24 sata, ali uzorke koji se nece analizirati unutar 24 sata
od uzrokovanja, treba ¢uvati zamrznute (najmanje na -20°C,
a bolje na -30°C ili nize). Za dugotrajno ¢uvanje, uzorke tre-
ba zamrznuti na -70°C ili nize.

3. Kolorektalni karcinom
U laboratorijskoj dijagnostici kolorektalnog karcinoma
CEA ne moze se Kkoristiti za probiranje zdravih osoba na
rani kolorektalni karcinom. Predoperacijske koncentracije
CEA mogu se Kkoristiti u kombinaciji s drugim faktorima
u planiranju operacije, ali se, trenutno, ne trebaju koristiti
za selekciju pacijenata za adjuvantnu kemoterapiju. U paci-
jenata s pove¢anim koncentracijama CEA (> 5 mg/L) valja
procijeniti prisutnost udaljenih metastaza.

CEA treba odredivati svakih 3 mjeseca u pacijenata
sa stadijem II ili IIT kolorektalnog karcinoma, najmanje 3
godine nakon postavljanja dijagnoze, ako je pacijent kan-
didat za operaciju ili sistemsku terapiju metastatske bolesti.
U pacijenata s uznapredovalim kolorektalnim karcinomom
podvrgnutih sistemskoj terapiji, treba redovito odredivati
CEA. Potvrdeno povecanje vrijednosti CEA (> 30%) uka-
zuje na progresivnu bolest, pod uvjetom da se moguénost
lazno pozitivnih povecanja moze iskljuditi. Upotreba TS,
MSI, DCC, uPA, PAI-1 ili p53 za odredivanje prognoze ili
predvidanje odgovora na terapiju se ne preporucuje kao ni
rutinsko odredivanje CEA. Odredivanje statusa mutacije k-
ras mozda e se u buducnosti koristiti za predvidanje koristi
od specifi¢nih anti-EGFR antitijela. NACB preporucuje da
sve osobe u dobi od 50 i viSe godina treba podvrgnuti pro-
biranju na kolorektalni karcinom. Budu¢i da najucinkovitija
pretraga probiranja nije poznata, izabrana metoda najvjero-
jatnije ovisi o riziku od kolorektalnog karcinoma, lokanoj
raspolozivosti i osobnoj sklonosti. Premda je test na okultno
krvarenje najbolje validirana metoda probiranja na kolorek-
talni karcinom, moze se takoder izabrati ispitivanje DNA u
stolici. Moguce $tetne posljedice probiranja su komplikacije
zbog kolonoskopije i tretmana, mogu¢nost pretjeranih di-
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jagnoza $to dovodi do nepotrebnih ispitivanja te lazno ne-
gativni i lazno pozitivni rezultati. Probiranje na geneticku
podloznost kolorektalnog karcinoma treba zapoceti s de-
taljnom anamnezom. Prije ispitivanja, osobe trebaju oti¢i
na geneticko savjetovanje. U osoba sa sumnjom na obitelj-
sku adenomatoznu polipozu (FAP), geneticko ispitivanje se
moze koristiti i za potvrdu dijagnoze u sumnjivog ispitani-
ka i za procjenu rizika u presimptomatskih ¢lanova obitelji.
Pod uvjetom da je mutacija odgovorna za FAP unutar obite-
lji poznata, ispitivanje na APC mutacije se moze razmotriti
za rizi¢ne ¢lanove obitelji. Ispitivanje MSI i/ili specifiénih
mismatch repair enzima moze se koristiti kao predprobira-
nje na nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (HNP-
CC). Ako je nadeno da osoba ima visoku MSI, treba prove-
sti geneticko ispitivanje mutacija u MLHI1, MSH2, MSHG6 ili
PMS2 genima

4. Karcinom dojke

Veliki znacaj kao prediktivni i prognosticki biljezi imaju
estrogenski (ER) i progesteronski receptori (PR), te ih treba
odrediti u svih pacijentica s karcinomom dojke. Primarna
svrha odredivanja tih receptora je identifikacija pacijentica s
karcinomom dojke koje se mogu lijeciti s hormonskom tera-
pijom. U kombinaciji s utvrdenim prognostickim faktorima
(stadijem tumora, stupnjem tumora i brojem limfnih ¢voro-
va zahvacenih metastazama), ER i PR se mogu takoder kori-
stiti u kratkotrajnoj prognozi u pacijentica s novodijagnosti-
ciranim karcinomom dojke. U svih pacijentica s invazivnim
karcinomom dojke treba odrediti i HER-2. Primarna svrha
odredivanja HER-2 je selekcija pacijentica s karcinomom
dojke koje mogu biti lije¢ene s trastuzumabom, a takoder
moze identificirati pacijentice koje imaju koristi od adjuvan-
tne terapije koja ukljucuje antraciklin. uPA i PAI-1 se mogu
koristiti za identifikaciju pacijentica s karcinomom dojke i
negativnim limfnim ¢vorovima koje ne trebaju ili je malo
vjerojatno da bi imale koristi od adjuvantne terapije, a treba
ih odredivati validiranim metodama u ekstraktima svjezeg
ili svjeze zamrznutog tkiva tumora. Od laboratorijski po-
znatijih tumorskih biljega za karcinom dojke, CA 15-3 ne
treba rutinski koristiti za rano otkrivanje recidiva/metastaza
u asimptomatskih pacijentica s dijagnosticiranim karcino-
mom dojke. Medutim, budu¢i da neke pacijentice, kao i neki
lije¢nici, mogu traziti odredivanje CA 15-3, kona¢nu odlu-
ku mora donijeti lije¢nik u konzultaciji s pacijenticom. U
kombinaciji s radiologijom i klini¢ckim pregledom, CA 15-3
se moze koristiti za pracenje uc¢inka kemoterapije u pacijen-
tica s uznapredovanim karcinomom dojke. U pacijentica
kojima se ne moze procijeniti bolest, stalno povecanje kon-
centracije tumorskog biljega ukazuje na progresiju bolesti.
CEA ne treba koristiti za rano otkrivanje recidiva/metastaza
u pacijentica s dijagnosticiranim karcinomom dojke, ali o
tome konac¢nu odluku mora donijeti lije¢nik u konzultaci-
ji s pacijenticom. U kombinaciji s radiologijom i klini¢ckim
pregledom, CEA se moze koristiti za pracenje u¢inka kemo-
terapije u pacijentica s uznapredovalim karcinomom dojke.
U pacijentica kojima se ne moze procijeniti bolest, stalno
povecanje koncentracija CEA ukazuje na progresiju bolesti.

Ispitivanje mutacije BRCA 1 i BRCA 2 moze se koristiti za
identifikaciju Zena s visokim rizikom za razvoj karcinoma
dojke ili jajnika u visokorizi¢nim obiteljima. Za Zene s ta-
kvim mutacijama, probiranje treba zapoceti izmedu 25 i 30
godina. Medutim, nedovoljno je podataka da se preporuci
specificna strategija nadzora/probiranja za Zene s visokim
rizikom. Odgovarajuca konzultacija treba biti pruzena sva-
koj osobi s obzirom na ispitivanje BRCA I1i BRCA 2. Nijedan
profil ekspresije gena temeljen na mikroc¢ipovima, trenutno
dostupan, ne treba rutinski koristiti za predvidanje ishoda
bolesti. Test se moze koristiti za predvidanje recidiva u pa-
cijentica s negativnim limfnim ¢vorovima i pozitivnim na
ER koje primaju tamoksifen. Pacijentice kojima se predvida
dobar ishod mogle bi izbje¢i tretman s adjuvatnom kemote-
rapijom. Test se takoder moze koristiti za predvidanje koristi
od adjuvantne terapije u pacijentica s negativnim limfnim
¢vorovima i pozitivnim na ER.

5. Karcinom jajnika

Odredivanje CA 125 treba provesti ubrzo nakon kratko-
trajnog centrifugiranja i odvajanja seruma od ugruska, a
uzorke ¢uvati na +4 °C (1-5 dana), kratkotrajno na 20°C (2
tjedna do 3 mjeseca) ili dugotrajno na -70 °C. CA 125 se ne
preporucuje za probiranje asimptomatskih Zena ve¢ se pre-
porucuje zajedno s transvaginalnim ultrazvukom, za rano
otkrivanje karcinoma jajnika u Zena s nasljednim sindromi-
ma bududi da rana intervencija moze biti korisna. Znacaj
odredivanja CA 125 proizlazi iz primjene u razlikovanju be-
nigne od maligne sumnjive mase u zdjelici, osobito u Zena
nakon menopauze. Odredivanja CA 125 se mogu koristiti za
pracenje odgovora na kemoterapiju. Prvi uzorak treba uzeti
unutar 2 tjedna prije tretmana te naredne uzorke izmedu 2.
i4. tjedna tijekom tretmana i u intervalima od 2 do 3 tjedna
tijekom pracenja. Cijelo vrijeme treba koristiti istu metodu,
a pacijentice koje primaju terapiju s anti-CA 125 antitijelima
ne mogu se procijeniti ovim testom. Odredivanje CA 125 za
pradenje preporucuje se ako su vrijednosti u pocetku pove-
¢ane. Premda intervali pracenja jo$ nisu definirani, trenutna
praksa predlaze pracenje pacijentica svakih 2 do 4 mjeseca
tijekom 2 godine i nakon toga rjede. Odredivanje CA 125
tijekom primarne terapije se preporucuje buduéi da kon-
centracije CA 125, i prije i poslije operacije, mogu biti od
prognosti¢kog znacenja. Stalna povecanja ukazuju na losu
prognozu. CA 125 je jedini tumorski biljeg koji se moze pre-
poruciti za kori$tenje u malignim bolestima jajnika. Novi
tumorski biljezi karcinoma jajnika su obecavajuci, ali njihov
doprinos trenutnom standardu skrbi nije poznat i potrebna
su daljnja dobro oblikovana klinicka istrazivanja.

6. Karcinom jetre

Odredivanje a-fetoproteina (AFP) i ultrazvuk abdomena
treba provesti svakih 6 mjeseci u pacijenata s visokim rizi-
kom za hepatocelularni karcinom (HCC), posebno u onih s
cirozom jetre povezanoj s hepatitis B i hepatitis C virusom.
Ako su koncentracije AFP > 20 ug/L i ako se povecavaju, tre-
ba odmah provesti daljnje ispitivanje iako je nalaz ultrazvu-
ka negativan. U pacijenata s rizikom za HCC, kontinuirano
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povecanje AFP moze se koristiti zajedno s ultrazvukom kao
pomo¢ za rano otkrivanje karcinoma i upucivanje na daljnju
obradu. Zari$ne promjene < 1 cm detektirane ultrazvukom
treba pratiti svaka 3 mjeseca ultrazvukom. Promjene od 1-2
cm u ciroti¢noj jetri treba ispitati s 2 slikovne pretrage (npr.
kompjutorizirana tomografija i magnetska rezonancija).
Ako su zari$ne promjene u skladu s HCC, treba ih tretirati,
a ako nisu, treba provesti biopsiju. Ako su promjene > 2 cm,
AFP > 200 pg/L i nalaz ultrazvuka tipican za HCC, smatra
se da biopsiju nije potrebno provesti. U kombinaciji s dru-
gim prognostickim faktorima, koncentracije AFP mogu dati
prognosticku informaciju u netretiranih pacijenata s HCC
i onih podvrgnutih resekciji jetre, pri ¢emu visoke koncen-
tracije AFP ukazuju na lo$u prognozu. Odredivanje AFP
preporucuje se za pracenje statusa bolesti nakon resekcije
jetre ili transplantacije jetre za otkrivanje recidiva ili nakon
ablativne terapije i primjene palijativnog tretmana. Premda
intervali pracenja nisu definirani, sadasnja je praksa prace-
nje pacijenata svaka 3 mjeseca tijekom 2 godine i nakon toga
svakih 6 mjeseci. AFP je trenutno jedini tumorski biljeg koji
se moze preporuciti za klinicku upotrebu u malignostima
jetre.

7. Karcinom mokra¢nog mjehura

Semikvantitativna detekcija (BTA stat) faktora H kom-
plementa (CFH) i proteina povezanih s CFH u mokradi i
kvantitativna EIA metoda (BTA trak) se ne preporucuju
za probiranje i dijagnostiku karcinoma mokra¢nog mjehu-
ra, a ni za pracenje pacijenata nakon tretmana karcinoma
mokraénog mjehura. Zajedno s cistoskopijom u izabranih
pacijenata mogu dati dodatnu informaciju, ali nema dokaza
da poboljsavaju ishod. Kvantitativno odredivanje proteina
nuklearnog matriksa 22 u mokrac¢i (NMP22) i Blader Chek
NMP22 (ista pretraga kao POCT) se ne preporucuju za pri-
marno otkrivanje karcinoma mokra¢nog mjehura ili za ru-
tinsko pracenje pacijenata nakon tretmana karcinoma mo-
kra¢nog mjehura. U izabranih pacijenata i zajedno s cisto-
skopijom, mogu dati dodatnu informaciju, ali takoder nema
dokaza da poboljsavaju ishod. Detekcija biljega povezanih
s karcinomom na eksfolijacijskim stanicama (Immunocyt) i
detekcija stanica karcinoma na temelju aneuploidije izabra-
nih kromosoma(Urovysion) se ne preporucuju za primarno
otkrivanje karcinoma mokra¢nog mjehura ili za rutinsko
pracenje pacijenata nakon tretmana karcinoma mokraénog
mjehura. Zajedno s cistoskopijom u izabranih pacijenata
mogu dati dodatnu informaciju, ali nema dokaza da pobolj-
$avanju ishod.

8. Karcinom vrata maternice

Trenutno dostupni serumski tumorski biljezi, ukljucujuci
antigen karcinoma ljuskaste stanice (SCC), se ne preporucu-
ju za probiranje ili dijagnostiku karcinoma vrata maternice.
Koncentracije SCC prije tretmana mogu dati dodatnu infor-
maciju jer su povezane s metastazama u limfnim ¢vorovima
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i zahtijevaju adjuvantni tretman te se mogu koristiti za pla-
niranje individualnog tretmana u pacijentica s karcinomom
plocastih stanica niskog stupnja, ali se zasad ne preporucu-
ju za rutinsku upotrebu. Povecana koncentracija SCC pri-
je tretmana je neovisan faktor rizika za lo$u prognozu, ali
klini¢ka korisnost za planiranje tretmana nije pouzdana, pa
se zasad ne preporucuje za rutinsko odredivanje prognoze
u pacijentica s karcinomom vrata maternice. Pracenje kon-
centracije SCC nakon primarnog tretmana dobro korelira s
klini¢ckim tijekom bolesti u pacijentica s karcinomom plo-
Caste stanice, ali nema jasnog dokaza da ranije otkrivanje
poboljsava ishod.

9. Karcinom Zeluca

Trenutno dostupni serumski tumorski biljezi se ne preporu-
¢uju za probiranje ili dijagnostiku karcinoma Zeluca, te ne-
maju neovisnu prognosticku vrijednost u karcinomu Zeluca
i ne preporucuju se za prognozu i predvidanje. Smatra se da
rutinsko odredivanje CEA ili CA 19-9 se nije preporucljivo.

10. Ostali tumori

Kako za preostale, nabrojane tumore, ne postoje preporuke
za primjenu odredenih tumorskih biljega spomenut ¢emo
samo ustaljena klini¢ka odredivanja, koje su jo$ uvijek tema
mnogobrojnih studija. Najces¢i tumorski biljezi za pracenje
uspjesnosti terapije i ranom otkrivanju recidiva primarne
bolesti ili metastaza za melanom su laktat-dehidrogenaza
(LD), S-100, TA90-IC; za tumore paratireoidne Zlijezde to
su para-tireoidni hormon (PTH) i kalcij; za karcinom $tit-
njace tiroglobulin (TG) antitireoglobulinska antitijela (anti
TG) i kalcitonin. U dijagnostici karcinoma pluca najcesce
se koriste neuronspecifi¢na enolaza (NSE), CEA, citokera-
tinski fragment 21-1 (CYFRA21-1) ¢ijim je kombiniranjem
moguce pratiti histoloski razli¢itu etiologiju plu¢nih karci-
noma. Od novijih tumorskih biljega valja napomenuti pri-
neuroendokrinih tumora poput karcinoida i neuroblasto-
ma, te humani epididimis protein 4 (HE4) koji uz CEA 125
znac¢ajno poboljsava dijagnostiku i procjenu ginekoloskih
karcinoma.

ZAKLJUCAK

Zbog nedovoljne dijagnosticke osjetljivosti i specifi¢nosti,
odredivanje vrijednosti tumorskih biljega vrlo je vazno u
pracenju napredovanja bolesti i odgovora na terapiju, te se
prvenstveno koriste kao pomo¢ pri postavljanju dijagnoze
uz primjenu drugih dijagnosti¢ckih postupaka. Promjene u
koncentraciji mogu dati znacajne klinicke podatke, osobi-
to ako su one posljedica odgovora na primijenjenu terapiju.
Pri tumacenju rezultata tumorskih biljega posebnu paznju
potrebno je usmjeriti pravilnom tumacenju svih ¢imbenika
koji na rezultate mogu utjecati in vivo ili interferirati in vitro
pri cemu su preporuke NACB od izuzetne vaznosti.
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