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Sažetak

Cilj: Is pi ta ti zna čaj ke tes ta ukup nog P1NP na bio loš kom ma te ri ja lu u uv je ti-
ma kli nič kog la bo ra to ri ja, te re zul ta te proc je ne us po re di ti sa svoj stvi ma tes ta 
ko je je dek la ri rao proiz vo đač.

Me to de: Ana li tič ka proc je na tes ta P1NP pro ve de na je pre ma pro to ko lu Eu rop-
skog od bo ra za kli nič ko-la bo ra to rij ske stan dar de (ECCLS). Ana lit ami no ter mi-
nal ni pro pep tid ti pa I pro ko la ge na (ukup ni P1NP) od re đen je elek tro ke mi lu-
mi nes cen tnom imu no me to dom na au to mat skom ana li za to ru Elec sys 2010 
(Roc he Diag nos ti cs, Man nheim, Nje mač ka).

Re zul ta ti: Za do vo lja va ju će re zul ta te da la su is pi ti va nja nep re ciz nos ti u se ri ji 
kao i nep re ciz nos ti iz da na u dan kroz 10 da na. Od stu pa nja od dek la ri ra nih 
vri jed nos ti kon trol nih uzo ra ka po ka za la su za do vo lja va ju ći stu panj toč nos ti, 
a ni su ni u jed nom mje re nju pre la zi la gra ni cu od na ve de ne 1 SD. Is pi ti va nje li-
near nos ti te proc je na in ter fe ren ci je s he mog lo bi nom pot vr di li su u pot pu nos-
ti na vo de proiz vo đa ča. Što vi še, pri sut no st he mo li ze ni je po ka za la ut je caj sve 
do kon cen tra ci je he mog lo bi na od 1,61 mmol/L, što je 32% ve ća kon cen tra ci ja 
od one ko ju na vo di proiz vo đač. Re zul ta ti is pi ti va nja ut je ca ja li pe mi je i hi per-
bi li ru bi ne mi je po ka za li su neš to sla bi je re zul ta te u us po red bi s dek la ri ra nim 
gra nič nim vri jed nos ti ma. Pot vr đe na je in ter fe ren ci ja bi li ru bi na i tria cil gli ce ro-
la u kon cen tra ci ja ma ve ćim od 610 µmol/L, od nos no 15,0 mmol/L, što je pros-
ječ no 30% ni že od na vo da proiz vo đa ča.

Zak lju čak: Te st ukup ni P1NP pri la go đen je ru tin skom ra du u me di cin sko-
bio ke mij skom la bo ra to ri ju. Au to mat ski ana li za tor Elec sys 2010 (Roc he Diag-
nos ti cs, Man nheim, Nje mač ka) pru ža se lek tiv no st, br zi nu, jed nos tav no st ru-
ko va nja, sta bil no st ka lib ra ci ja, te ra ču nal nu pot po ru u pra će nju kon trol nih i 
bo les nič kih uzo ra ka.

Ključ ne ri je či: ana li tič ka proc je na, ami no ter mi nal ni pro pep tid ti pa I pro ko la-
ge na, P1NP, elek tro ke mi lu mi nes cen tna imu no me to da, koš ta ni bi lje zi

Abstract

Aim: Eva lua tion of the cha rac te ris ti cs of to tal P1NP as say per for med on bio lo-
gical ma te rial in cli ni cal la bo ra to ry con di tio ns, and com pa ri son of eva lua tion 
re sul ts wi th the assay pro per ties dec la red by the ma nu fac tu rer.

Met ho ds: Ana lyti cal eva lua tion of P1NP as say was con duc ted ac cor di ng to 
the Eu ro pean Com mit tee for Cli ni cal La bo ratory Stan dar ds (ECCLS) pro to col. 
Ami no-ter mi nal pro pep ti de of type I pro col la gen (P1NP) was de ter mi ned by 
elec troc he mi lu mi nes ce nt im mu noas say on an Elec sys 2010 au to ma ted ana-
lyzer (Roc he Diag nos ti cs, Man nheim, Ger ma ny).

Re sul ts: Sa tis fac to ry re sul ts we re achie ved for wit hi n-run and be twee n-run 
im pre ci sion du ri ng 10 days. De via tion from dec la red con trol sam ple va lues 
showed a sa tis fac to ry le vel of ac cu ra cy, not excee di ng the li mit of dec la red 
1 SD on any mea su re me nt. Stu dy re sul ts for li nea ri ty and as ses sment of he-
mog lo bin in ter fe ren ce en ti re ly con � r med the manu fac tu re r‘s dec la ra tio ns. 
Mo reo ver, the pre sen ce of he mo lysis showed no in ter fe ren ce due to he mog lo-
bin up to 1.61 mmol/L (32% hig her than that sta ted by the ma nu fac tu rer). In-
ter fe rence re sul ts for li pemia and hyper bi li ru bi ne mia (>610 µmol/L and 15.0 
mmol/L, res pec ti ve ly) showed poo rer va lues com pa red to tho se dec la red. Bi-
li ru bin and tria cylglyce rol in ter fe ren ce was con � r med in con cen tra tio ns that 
we re on an ave ra ge by 30% lower than tho se dec la red by the ma nu fac tu rer.

Con clu sion: To tal P1NP te st is sui tab le for rou ti ne use in me di cal la bo ra to ry. 
The Elec sys 2010 au to ma ted ana lyzer en su res ra pi di ty, sim ple ma ni pu la tion, 
ca lib ra tion sta bi li ty, con trol sam ples, and com pu ter sup po rt for the ana lysis 
of control and pa tie nt sam ples.

Key wor ds: ana lyti cal eva lua tion, ami no ter mi nal pro pep ti de type I pro col la-
gen, P1NP, elec troc he mi lu mi nes ce nt im mu noas say, bo ne mar ke rs
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Uvod

Oda bir i proc je na me to de važ ni su ko ra ci u or ga ni za ci ji 
kva li tet nog me di cin sko-bio ke mij skog la bo ra to ri ja. Pri je 
sa me prim je ne no ve me to de nuž na je nje zi na proc je na u 
kli nič kim uv je ti ma, bez ob zi ra ra di li se o ruč nom ili au to-
mat skom iz vo đe nju mje re nja, ili o rea gen si ma prip rav lje-
nim u la bo ra to ri ju, ili o ko mer ci jal nom proiz vo du. Za prim-
je nu no ve me to de u la bo ra to ri ju po naj pri je je pot reb no 
iz mje ri ti ana li tič ku nep re ciz no st i ne toč no st, a po tom is-
pi ta ti li near no st me to de i ut je caj in ter fe ri ra ju ćih sup stan-
ca. Na la bo ra to rij ski ana li tič ki re zul tat ut je ču pr ven stve no 
slu čaj na i sus tav na pog reš ka ko je za jed no či ne mjer nu 
pog reš ku. Sto ga ana li tič ki re zul tat pred stav lja pra vu vri-
jed no st uma nje nu od nos no uve ća nu za ve li či nu mjer ne 
pog reš ke (1).

Bio ke mij ski bi lje zi koš ta ne preg rad nje

Bio ke mij ski su bi lje zi koš ta ne preg rad nje vi še od tri de-
set lje ća važ ni kli nič ki po ka za te lji u di jag nos ti ci koš ta nih 
bo les ti (Pa ge to va bo le st, ra hi tis, os teo ma la ci ja, pri mar ni 
i se kun dar ni hi per pa ra ti roi di zam, re nal na os teo dis tro �  ja, 
os teo po ro za). No, još uvi jek kli ni ča ru ne da ju do volj no os-
jet lji ve i spe ci � č ne pret ra ge u ko je bi se mog li pos ve pouz-
da ti u di jag nos ti ci i te ra pi ji, a ko je bi uz to mog le za mi je-
ni ti in va ziv nu i sku pu teh ni ku biop si je kos ti ju zdje li ce za 
his to mor fo met rij sku ana li zu (2,3).
Bi lje zi koš ta ne preg rad nje bio loš ke su mo le ku le ko je se 
po jav lju ju u cir ku la ci ji ili se iz lu ču ju mok ra ćom od ra ža va-
ju ći di na mi ku koš ta nog me ta bo liz ma. Br zi na preg rad nje 
proc je nju je se mje re njem se rum skih ak tiv nos ti en zi ma 
ko ji iz rav no sud je lu ju u koš ta nom me ta bo liz mu ili mje re-
njem sad r ža ja ko la ge nih i ne ko la ge nih pro tein skih struk-
tu ra koš ta nog mat rik sa u se ru mu i mok ra ći (4,5). Broj ni su 
bi lje zi razvr sta ni u dvi je te melj ne gru pa ci je: za proc je nu 
koš ta ne iz grad nje (os teo kal cin, al kal na fos fa ta za, N- i C-
ter mi nal ni pro pep ti di pro ko la ge na) i za proc je nu raz grad-
nje (tar ta ra t-re zis ten tna ki se la fos fa ta za, pi ri di no lin, deok-
si pi ri di no lin, hi droksip ro lin, kal cij, N- i C- ter mi nal ni te lo-
pep ti di). Sva ki od bi lje ga zah ti je va paž lji vu proc je nu u 
spe ci � č nom kli nič kom sta nju bu du ći da je nji ho va ra zi na 
u kr vi i mok ra ći iz lo že na broj nim čim be ni ci ma ne ve za nim 
za koš ta ni me ta bo li zam. Prim je na me to de nein va ziv nog 
den zi to met rij skog mje re nja gus to će kos ti ju (BMD), ko ja je 
ot po čet ka osi gu ra la prih vat lji vu pre ciz no st i toč no st, prih-
va će na je me đu kli ni ča ri ma, ali učin ci te ra pi je zbog spo-
rog koš ta nog me ta bo liz ma tom se me to dom mo gu uo či-
ti tek na kon go di nu da na prim je ne te ra pi je. Bio ke mij ski 
su bi lje zi po ka za li kli nič ku vri jed no st up ra vo u br žoj proc-
je ni us pješ nos ti te ra pi je u us po red bi s den zi to met rij skom 
me to dom (3,6,7).
Pos ljed njih pet naes tak go di na znan stve ni iza zov u tra ga-
nju za bo ljim ra zu mi je va njem ba zič ne bio ke mi je i �  zio lo-
gi je kos ti ju, a ti me i me ta bo lič nih koš ta nih bo les ti, uro dio 
je ni zom os jet lji vi jih i spe ci � č ni jih bi lje ga koš ta ne preg-

In tro duc tion

Met hod se lec tion and eva lua tion are im por ta nt ste ps in 
or ga ni zi ng hi gh qua lity medi cal la bo ra to ry. Prior to its 
ap pli ca tion, a new met hod shou ld un der go eva lua tion in 
cli ni cal set ti ng, re gar dle ss of whet her ma nual or au to ma-
ted mea su re men ts, in-hou se rea gen ts, or a com mer cial 
pro du ct are in ques tion.
The appli ca tion of a new met hod in the la bo ra to ry requi res 
pre vious mea su re me nt of ana lyti cal im pre ci sion and inac-
cu ra cy fol lowed by de ter mi na tion of the met hod li nea ri ty 
and e�  e ct of in ter fe ri ng sub stan ces. La bo ra to ry ana lysis 
re sul ts are pri ma ri ly in � uen ced by ran dom or syste mic er-
rors, whi ch to get her ma ke the mea su re me nt er ror. The re fo-
re, an ana lysis re su lt rep re sen ts the real va lue dec rea sed, or 
in crea sed, for the va lue of the mea su re me nt er ror (1).

Bioc he mi cal mar ke rs of bo ne tur no ver

Bioc he mi cal mar ke rs of bo ne tur no ver ha ve for mo re 
than three de ca des been im por ta nt cli ni cal in di ca to rs in 
the diag no sis of bo ne di sea ses (Pa ge t‘s di sea se, ric ke ts, 
os teo ma la cia, pri ma ry and se con da ry hyper pa rat hyroi di-
sm, re nal os teo dystrop hy, os teo po ro sis). They, howe ver, 
sti ll do not pro vi de clinicia ns wi th su�    cien tly sen si ti ve 
and spe ci � c da ta on whi ch they cou ld en ti re ly re ly in the 
diag no sis and the ra py, and whi ch cou ld rep la ce in va si ve 
and expen si ve biop sy tec hnique for his to mor pho met ric 
ana lysis of pel vic bo nes (2,3).
The mar ke rs of bo ne turno ver are mo le cu les that oc cur in 
blood and uri ne, and re�  e ct the dyna mi cs of bo ne me ta-
bo li sm. Bo ne tur no ver is as ses sed by mea su ri ng se rum ac-
ti vi ties of the en zymes di rec tly in vol ved in bo ne me ta bo-
li sm, or by mea su ri ng the con te nt of col la gen frag men ts 
and non col la gen pro teins of bo ne mat rix in se rum and uri-
ne (4,5). Nu me rous mar ke rs ha ve been clas si � ed into two 
main grou ps: mar ke rs for eva lua tion of bo ne for ma tion 
(os teo cal cin, bo ne alka li ne phos pha ta se, N- and C-ter mi-
nal pro col la gen pro pep ti des), and tho se for eva lua tion of 
bo ne deg ra da tion (tar ta ra te-re sis ta nt acid phos pha ta se, 
pyri di no li ne, deoxypyri di no li ne, hydroxypro li ne, cal cium, 
N- and C-ter mi nal te lo pep ti des of type I col la gen). Ea ch of 
the mar ke rs requi res ca re ful eva lua tion in a spe ci � c clini-
cal con di tion, as their uri ne and blood con cen tra tio ns al so 
de pe nd on nu me rous fac to rs not re la ted to bo ne me ta bo li-
sm. The appli ca tion of no n-in va si ve mea su re me nt of bo ne 
mi ne ral den sity (BMD) as a „go ld stan da rd“ has en su red ac-
cep tab le pre ci sion and ac cura cy sin ce its in tro duc tion and 
has been ac cep ted amo ng cli ni cia ns, yet the ra peu tic e� ec-
ts ba sed on this met hod may be ob ser ved not ear lier than 
at one/two yea rs due to slow bo ne me ta bo li sm. The re fo re, 
bioc he mi cal mar ke rs de mon stra ted their cli ni cal va lue in 
the pos si bi li ty of mo re ra pid as ses sme nt of the rapeu tic suc-
ce ss in com pa ri son wi th den si to met ry (3,6,7).
Du ri ng the pa st � f teen yea rs, the scien ti � c en dea vo rs di-
rec ted towa rds the sear ch for bet ter un der stan di ng of the 
ba sic bo ne bioc he mis try and physio lo gy, and the re by al so 
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of me ta bo lic bo ne di sea ses, led to the dis co ve ry of a se ries 
of sen si ti ve and spe ci � c mar ke rs of bo ne tur no ver. Ne ver-
the le ss, the pre ci sion and ac cu ra cy of the ma nual met ho ds 
em ployed for the mea su re me nt of the se mar ke rs tur ned 
out to be of un sa tis fac to ry qua li ty. In ter-la bo ra to ry coe�   -
cien ts of va ria tion reac hi ng as hi gh as 71% and in ter-in di vi-
dual va ria bi li ty of up to 27% we re a con si de rab le ana lyti cal 
is sue. The re fo re, ma ny au to ma ted met ho ds ha ve cur ren tly 
been de ve lo ped and beco me avai lab le, and their ap pli ca-
tion is a pre requi si te for fur ther in ves ti ga tio ns (3,8,9,10,11).

To tal P1NP

To tal N-ter mi nal pro pep ti de of type I pro col la gen is a te st 
re cen tly de ve lo ped for Elec sys im mu noc he mis try ana-
lyzer (Roc he Diag nos ti cs, Ger ma ny). As a mar ker of in ta ct 
bo ne for ma tion, this te st de mon stra ted nu me rous cli ni-
cal ad van ta ges (12,13), main ly re la ted to its ap pli ca tion 
in ure mic pa tien ts sin ce P1NP clea ran ce is me dia ted by 
re cep to rs in he pa tic en dot he lial cel ls and is com ple te ly 
in de pen dent of re nal dysfun ction (14).
Fi gu re 1 shows a mo le cu le of type I pro col la gen (a fo rm 
of pre cur sor col la gen) whi ch, af ter spe ci � c en do pep ti da-
ses ha ve de ta ched pep ti des from the N- and C-ter mi nal 
end, pro du ces type I col la gen, a ba sic pro tein that for ms 
approxi ma te ly 90% of bo ne mat rix. Free pro pep ti des cir-
cu la te in blood and de mon stra te col la gen synthe sis.
The aim of this stu dy was ana lyti cal va li da tion, of P1NP assay.

rad nje. Me đu tim, pre ciz no st i toč no st ruč nih me to da po-
ka za le su ne za do vo lja va ju ću ra zi nu. Me đu la bo ra to rij ski 
koe �  ci jen ti va ri ja ci je čak do 71%, uz in te rin di vi dual nu va ri-
ja bil no st do 27% pred stav lja li su ve lik ana li tič ki prob lem. 
Sto ga su do da nas raz vi je ne i dos tup ne mno ge au to ma-
ti zi ra ne me to de, a nji ho va je prim je na pre duv jet dalj njih 
is tra ži va nja (3,8,9,10,11).

Ukup ni P1NP

Ukup ni N-ter mi nal ni pro pep tid ti pa I pro ko la ge na (ukup-
ni P1NP) no vi ji je te st ko ji je raz vi la tvr tka Roc he Diag nos-
ti cs za au to mat ski ana li za tor Elec sys (Roc he Diag nos ti cs, 
Nje mač ka) i ko ji je kao in tak tni koš ta ni bi ljeg iz grad nje 
već po ka zao broj ne kli nič ke pred nos ti (12,13). Oso bi to 
se to od no si na prim je nu kod ure mič nih bo les ni ka, jer je 
kli re ns P1NP pos re do van re cep to ri ma u jet re nim en do tel-
nim sta ni ca ma i pot pu no je neo vi san o bub rež noj dis fun-
kci ji (14).
Na sli ci 1. pri ka za na je mo le ku la pro ko lagena ti pa I (pre-
kur sor ski ob lik ko la ge na) iz ko je ot ki da njem pep ti da 
spe ci � č nim en do pep ti da za ma s N- i C-ter mi nal nog kra ja 
nas ta je ko la gen ti pa I, te melj ni pro tein ko ji iz gra đu je oko 
90% koš ta nog mat rik sa. Slo bod ni pro pep ti di ko la ju kr vlju 
i svje do če o živoj sin te zi ko la ge na.
Ovaj rad imao je za cilj ana li tič ku va li da ci ju, reagensa za 
određivanje koncentracije P1NP.

FI GU RE 1. Grap hic pre sen ta tion of type I pro col la gen wi th do mai ns 
rep re sen ti ng bioc he mi cal mar ke rs. P1NP do main is spe ci �  cal ly de sig na-
ted (ac cor di ng to Proc kop DJ, Ki vin kko KI, Tu der man L, Guz man NA. The 
bio synthe sis of col la gen and its di sor de rs. N En gl J Med 1979;301:12-23, 
77-85). B - Ami no-ter mi nal pro pep ti de of type I pro col la gen pro pep ti-
de – P1NP; C - Ami no-ter mi nal cro ss-lin ki ng te lo pep ti de of type I col la-
gen – INTP; D - trip le he lix; E - Car boxy-ter mi nal cro ss-lin ki ng te lo pep ti-
de of type I col la gen – ICTP; F - Car boxy-ter mi nal pro pep ti de of type I 
pro col la gen– PICP; C + D + E – Col la gen

SLI KA 1. She mat ski pri kaz pro ko la ge na ti pa I s do me na ma ko je pred-
stav lja ju bio ke mij skie bi lje ge. Po seb no je oz na če na do me na P1NP. (pre-
ma Proc kop DJ, Ki vin kko KI, Tu der man L, Guz man NA. The bio synthe sis 
of col la gen and its di sor de rs. N En gl J Med 1979;301:12-23, 77-85.). B - 
Ami no-ter mi nal ni pro pep tid ti pa I pro ko la ge na – P1NP; C - Ami no-ter-
mi nal ni pop reč no ve za ni te lo pep tid ti pa I ko la ge na – INTP; D - Tros tru-
ka za voj ni ca; E - Kar bok si-ter mi nal ni pop reč no ve za ni te lo pep tid ti pa I 
ko la ge na – ICTP; F - Kar bok si-ter mi nal ni pro pep tid ti pa I pro ko la ge na 
– PICP; C + D + E – Ko la gen
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Materials and methods

Rea gen ts

To tal P1NP con cen tra tion was mea su red usi ng an ori gi nal 
te st rea ge nt To tal P1NP (03141071, Roc he Diag nos ti cs, 
Man nheim, Ger ma ny) on an Elec sys ana lyti cal system ma-
nu fac tu red by the sa me com pa ny, wi th two-poi nt ca lib ra-
tion al so per for med usi ng an ori gi nal calib ra tor set (To tal 
P1NP Cal Set 03141080190; Roc he Diag nos ti cs, Man nheim, 
Ger ma ny). This met hod has been stan dar di zed again st 
re fe ren ce stan dar ds pre ci se ly de �  ned by weig hi ng na ti ve 
P1NP in to an ana lyte-free hu man se rum mat rix (23). The 
rea gents we re ke pt at a tem pe ra tu re of 2-8 °C.
Sub jec ts' sam ples wi th P1NP con cen tra tio ns abo ve the 
up per de tec tion li mit that we re used to de ter mi ne the 
met hod li nea ri ty we re di lu ted usi ng an ori gi nal di lue nt 
(Elec sys Di lue nt Uni ver sal, 03183971122) con tai ning pro-
tein mat rix and pre ser va ti ves.
To exa mi ne in ter fe ren ce, the fol lowi ng in ter fe ri ng sub-
stan ces we re pre pa red as so lu tio ns and ad ded to se rum 
sam ples: 20% Fre se nius Ka bi In tra li pidTM (Fresenius Ka bi, 
AB, Up psa la, Swe den), bi li ru bin powder (Ke mi ka, Zag reb, 
Croa tia), and he mog lo bin pre pa ra tion from 5 mL he mo-
lysa te of ran dom ly col lec ted blood wi th EDTA.

Sam ples

Ana lyses of im pre ci sion and inac cu ra cy of the met hod 
we re perfor med usi ng Pre ci Con trol Bo ne con trol sam-
ples (163883, Roc he Diag nos ti cs, Man nheim, Ger ma ny) 
at three con cen tra tion le ve ls: low PC1 (73.5±5.87 µg/L), 
me dium PC2 (508.0±35.7 µg/L) and hi gh PC3 (978.0±68.3 
µg/L), and on re si dual sam ples of hu man se ra. To de ter-
mi ne the met hod li nea ri ty and in ter fe ren ce hu man se ra 
we re used. Blood sam ples were col lec ted du ring 15 days 
be tween 7 and 10 a.m. in to Va cu tai ner te st-tu bes (Bec ton 
Dic kin son) wit hout an ti coa gu la nt. The se ra we re se pa ra-
ted fol lowi ng cen tri fugation (10 min at 3,500 rpm), two 
se rum poo ls (pool I and pool II) we re pre pa red to te st im-
pre cision and three se rum poo ls to exa mi ne in ter fe ren ce. 
Se rum sam ples wi th hi gh P1NP con cen tra tio ns, se lec ted 
amo ng pa tien ts wi th chro nic re nal in su�    cien cy on con ti-
nuous dia lysis, we re used to pre pa re anot her two se rum 
poo ls (pool III and pool IV) that we re used to in ves ti ga te 
the met hod li nea ri ty.

To tal P1NP con cen tra tion mea su re me nt

P1NP con cen tra tion was mea su red by elec troc he mi lu-
mi nes cen ce (ECLIA) san dwi ch im mu noas say wi th two 
mo noc lo nal an ti bo dies. A se rum, con trol sam ple or 
ca lib ra tor (20 µL) was in cuba ted wi th P1NP-spe ci � c bio-
ti n-la be led mo noc lo nal an ti bo dies. Af ter the addi tion of 
strep ta vi di n-la be led mic ro par tic les and a mo noc lo nal 
P1NP-spe ci � c an ti bo dy la be led wi th rut he nium com plex 
(Tri s(2,2-̀bipyridil)ruthenium(II)-complex (Ru(byp)32+)), a 
san dwi ch com plex was for med and bou nd to the so lid 

Materijali i metode

Rea gen si

Kon cen tra ci ja ukup nog P1NP mje re na je ori gi nal nim te-
st rea gen som To tal P1NP (03141071 Roc he Diagnos ti cs, 
Man nheim, Nje mač ka) na ana li tič kom sus ta vu Elec sys 
is te tvr tke, a ka lib ra ci ja u dvje ma toč ka ma pro ve de na je 
ta ko đer iz vor nim se tom ka lib ra to ra (To tal P1NP Cal Set 
03141080190, Roc he Diag nos ti cs, Man nheim, Nje mač ka). 
Me to da je stan dar di zi ra na pre ma re fe ren tnom ma te ri ja lu 
de �  ni ra nom pre ciz nom od va gom na tiv nog P1NP u mat ri-
ci hu ma nog se ru ma slo bod nog od ana li ta (23). Rea gen si 
su ču va ni na tem pe ra tu ri od 2-8 °C.
Uzor ci is pi ta ni ka s kon cen tra ci ja ma P1NP iz nad gor nje gra-
ni ce ana li tič kog pod ruč ja ko je smo ra bi li za od re đi va nje 
li near nos ti me to de raz r je đi va ni su iz vor nim di luen tom 
(Elec sys Di lue nt Uni ver sal, 03183971122) ko ji sad r ži pro-
tein mat ri ks i kon zer van se.
Za is pi ti va nje in ter fe ren ci ja do da va ne su u uzor ke se ru-
ma sli je de će in ter fe ri ra ju će sup stan ce prip rav lje ne kao 
oto pi ne: Fre se nius Ka bi In tra li pid TM 20% (Fre se nius Ka bi, 
AB, Up psa la, Šved ska); bi li ru bin u pra hu (Ke mi ka, Zag reb) 
i prip ra vak he mog lo bi na iz he mo li za ta 5 mL slu čaj no uze-
te kr vi s EDTA.

Uzor ci

Is pi ti va nja nep re ciz nos ti i ne toč nos ti me to de pro ve de-
na su s kon trol nim uzor ci ma Pre ci Con trol Bo ne (163883, 
Roc he Diag nos ti cs, Man nheim, Nje mač ka) na tri kon cen-
tra cij ske ra zi ne: nis ka PC1 (73,5±5,87 µg/L), sred nja PC2 
(508,0±35,7 µg/L) i vi so ka PC3 (978,0±68,3 µg/L) te na hu-
ma nim se ru mi ma iz os tat ne kr vi bo les ni ka. Za is pi ti va nje 
li near nos ti me to de i in ter fe ren ci ja rab lje ni su hu ma ni se ru-
mi. Uzor ci kr vi uzi ma ni su ti je kom 15 da na iz me đu 7 i 10 sa-
ti ujut ro u ep ru ve te s pod tla kom (Bec kton Dic kin son) bez 
an ti koa gu lan sa. Se ru mi su od va ja ni na kon cen tri fu gi ra nja 
(10 min na 3500 ok re ta ja/min) te su pri re đe na dva pool se ru-
ma (pool I. i pool II.) za tes ti ra nje nep re ciz nos ti i za seb na tri 
pool se ru ma za is pi ti va nje in ter feren ci ja. Uzor ke se ru ma s 
vi so kim kon cen tra ci ja ma P1NP, odab ra ne me đu kro nič nim 
bub rež nim bo les ni ci ma na traj noj he mo di ja li zi, upot ri je bi li 
smo za pri re đi va nje još dva pool se ru ma (pool III. i pool IV.) 
ko ji ma smo is pi ti va li li near no st me to de.

Od re đi va nje kon cen tra ci je ukup nog P1NP

Kon cen tra ci ja P1NP mje re na je elek tro ke mi lu mi nes cen-
tnom (ECLIA) sen dvič teh ni kom s dva ma mo nok lon skim 
pro tu ti je li ma. Se rum ski, kon trol ni uzo rak ili ka lib ra tor (20 
µL) in ku bi ra se sa spe ci � č nim mo nok lon skim pro tu ti je lom 
na P1NP ko je je obi lje že no bio ti nom. Na kon do dat ka mik-
ro čes ti ca obi lje že nih strep ta vi di nom i mo nok lon skih pro-
tu ti je la na P1NP obi lje že nih ru te nij kom plek som (Tri s(2,2-̀
bipiridil)rutenij(II)-kompleks (Ru(byp)

3
2+)) stva ra se i � k si ra 

sendvič kom ple ks na čvr stoj fa zi (mik ro čes ti ca ma) zah va-
lju ju ći reak ci ji bio ti na i strep ta vi di na. P1NP iz uzor ka na la zi 
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se u sen dvi ču dva ju pro tu ti je la. Po tom se reak cij ska smje sa 
as pi ri ra u mjer nu sta ni cu gdje se mik ro čes ti ce ve žu za pov-
r ši nu elek tro de, a ne ve za ne se čes ti ce is pi ru po mo ću oto pi-
ne Pro Ce ll. Na pon na elek tro di uz ro ku je pri je nos elek tro na 
te ke mi lu mi nes cen tnu emi si ju ru te nij skog kom plek sa či ji 
se sig nal mje ri lu mi no met rij ski. Svi na ve de ni pos tup ci, kao 
i prov je ra va lja nos ti ka lib ra ci je iz vo de se auto mat ski na sus-
ta vu Elec sys 2010, a ana li za tra je 18 mi nu ta.

Ka lib ra ci ja

Sva ki set rea gen sa za od re đi va nje ukup nog P1NP ima bar-
ko d-za pis ko ji sad r ži in for ma ci je o ka lib ra ci ji iz pri sut ne 
se ri je rea gen sa, od nos no za pis o glav noj tzv. “mas ter” kri-
vu lji ko ju pri re đu je tvr tka Roc he ka lib ri ra ju ći ci je lo ana li-
tič ko pod ruč je s 10 ka lib ra to ra. Ka lib ra ci ju u dvi je toč ke, 
pre ciz ni je po du dar no st s glav nom ka lib ra cij skom kri vu-
ljom, pro ve li smo s pri pa da ju ćom se ri jom nis kog i vi so-
kog ka lib ra to ra.

Ana li tič ka proc je na

Anali tič ka proc je na pro ve de na je pre ma pre po ru ka ma 
Eu rop skog od bo ra za kli nič ko-la bo ra to rij ske stan dar de 
(ECCLS) (15).

Is pi ti va nje nep re ciz nos ti

Nep re ciz no st u se ri ji od re đe na je s po 30 uzas top nih mje-
re nja za dva pool se ru ma sred nje i vi soke kon cen tra ci je 
P1NP i iz ra že na je kao koe �  ci je nt va ri ja ci je, KV(%). Nep re-
ciz no st iz da na u dan od re đe na je mje re njem kon cen tra ci-
je kon trol nih se ru ma PC 1, PC 2 i PC 3 u dup li ka tu kroz 10 
da na. U iz ra ču nu nep re ciz nos ti ra bi la se je sred nja vri jed-
no st dnevnih mje re nja, a re zul ta ti su iz ra že ni kao KV(%).

Is pi ti va nje ne toč nos ti

Ne toč no st mje re nja pri ka za na je kao pos to tak od stu pa nja 
R(%) sred nje iz mje re ne vri jed nos ti (x) od sred nje dek la ri ra-
ne vri jed nos ti (S) pri mi je nje nih kon trol nih uzo ra ka. Sred-
nja iz mje re na vri jed no st rab lje na u iz ra ču nu do bi ve na je 
is pi ti va njem nep re ciz nos ti iz da na u dan kroz 10 da na. Od-
stu pa nje, tzv. "bias”, od oče ki va ne vri jed nos ti iz ra ču na to 
je pre ma ma te ma tič kom iz ra zu (x-S)/S × 100%.

Is pi ti va nje li near nos ti

Li near no st me to de is pi ta na je mje re njem kon cen tra ci je 
P1NP u ni zu raz r je đe nja dva ju pool se ru ma s kon cen tra-
ci ja ma P1NP bli zu i iz nad gor nje gra nič ne vri jed nos ti od 
proiz vo đa ča dek la ri ra ne li near nos ti. U pool se ru mu I. li-
near no st je is pi ta na ni zom od 7 raz r je đe nja (do 1:200), a u 
pool se ru mu II. ni zom od 5 raz r je đe nja (do 1:150). Proiz vo-
đač na vo di pod ruč je li near nos ti od 5 do 1200 μg/L.

Is pi ti va nje in ter fe ren ci ja

Is pi ti va ne su in ter fe ren ci je hi per bi li ru bi ne mi je, li pe mi je 
i he mo li ze. U pool se rum do da va ne su raz li či te ko li či ne 
in ter fe ri ra ju ćih sup stan ca do naj vi še kon cen tra ci je bi li ru-
bi na od 1948,80 μmol/ L, he mog lo bi na do 2,32 mmol/L i 

pha se (mic ro par tic les) due to the bio tin and strep ta vi din 
in te rac tion. The reac tion mixtu re was then as pi ra ted in to 
the mea su ri ng ce ll whe re mic ro par tic les bou nd to the elec-
tro de sur fa ce, whi le un bou nd par tic les we re rin sed usi ng 
Pro Ce ll so lu tion. The vol ta ge ap plied to the elec tro de 
cau sed elec tron tran sfer and che mi lu mi nes ce nt emis sion 
of the rut he nium com plex who se sig nal was de ter mi ned 
lu mi no met ri cal ly. All the abo ve pro ce du res and tes ti ng of 
ca lib ra tion va li di ty we re per for med au to ma ti cal ly on the 
Elec sys 2010 system; the ana lysis took 18 mi nu tes.

Ca lib ra tion

Ea ch rea ge nt set for to tal P1NP de ter mi na tion has a ba r-
co de la bel wi th in for ma tion on ca libration of the par ti cu-
lar rea ge nt lot, and in for ma tion on the mas ter ca lib ra tion 
cur ve pre pa red by Roc he by ca lib ra tion of the en ti re ana-
lyti cal ran ge usi ng 10 ca lib ra to rs. Two-poi nt ca lib ra tion, 
or mo re ac cu ra te ly the com plian ce wi th the mas ter ca lib-
ra tion cur ve, was per for med wi th the pro vi ded se ries of 
low and hi gh ca lib ra to rs.

Ana lyti cal eva lua tion

Ana lyti cal eva lua tion was per for med ac cor di ng to the 
Eu ro pean Com mit tee on Cli ni cal La bo ra to ry Stan dar ds 
(ECCLS) re com men da tio ns (15).

Ana lysis of im precision

Wit hi n-run im pre ci sion was es tab lis hed by 30 sub seque-
nt mea su re men ts of two se rum poo ls wi th me dium and 
hi gh P1NP con cen tra tio ns, and expres sed as coe�    cie nt of 
va ria tion, CV (%). Be twee n-run im pre ci sion was de ter mi-
ned by mea su ri ng the con cen tra tion of con trol se ra PC1, 
PC2 and PC3 in trip li ca te over 10 days. The mean of dai ly 
mea su re men ts was used to cal cu la te im pre ci sion, and re-
sul ts we re expres sed as CV (%).

Ana lysis of inac cu ra cy

Inac cu ra cy of mea su re men ts was eva lua ted by mea su-
ri ng the va lues of ana lytes in con trol sam ples du ri ng 10 
days. It is expres sed as a per cen ta ge of bias R (%) of the 
de ter mi ned mean va lue (x) from the dec la red mean va lue 
(S). As a mea su re of inac cu ra cy we used the per cen ta ge 
R(%) whi ch is expres sed as a bias from the decla red va lue. 
It is cal cu la ted in re la tion to the mean mea su red va lue x 
ac cor di ng to the mat he ma ti cal for mu la: (x-S)/S × 100%.

Ana lysis of li nea ri ty

The li nea ri ty of the met hod was exa mi ned by mea su ri ng 
P1NP con cen tra tion in a se ries of di lu tio ns of two serum 
poo ls wi th P1NP con cen tra tio ns near and abo ve the up-
per li nea ri ty li mit as dec la red by the ma nu fac tu rer. In 
se rum pool I, li nea ri ty was ana lyzed throu gh a se ries of 
se ven di lu tio ns (up to 1:200), and in se rum pool II throu gh 
a se ries of 5 di lu tio ns (maxi mum 1:150). The ma nu fac tu rer 
dec la red a li nea ri ty ran ge of 5-1,200 µg/L.
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TAB LI CA 1. Nep re ciz no st u se ri ji (n=30). Pool I. – nor mal ne koncen-
tra ci je P1NP (μg/L), pool II. – vi so ke kon cen tra ci je P1NP (μg/L)

TAB LE 1. Wit hi n-run im pre ci sion (n=30). Pool I – nor mal P1NP con-
cen tra tio ns (μg/L); pool II – hi gh P1NP con cen tra tio ns (μg/L)

TAB LI CA 2. Nep re ciz no st iz da na u dan (n=20). Kon trol ni se ru mi 
na tri kon cen tra cij ske ra zi ne (PC1, PC2, PC3)

TAB LE 2. Be twee n-run im pre ci sion (n=20). Con trol se ra at three 
con cen tra tion le ve ls (PC1, PC2, PC3)

tria cil gli ce ro la do 20,0 mmol/L, a za tim su u dup li ka tu od-
re đe ne kon cen tra ci je P1NP. Prip re ma in ter fe ri ra ju ćih oto-
pi na i di lu cij skog ni za pro ve de na je pre ma pre ciz nom pro-
to ko lu Haec ke la (16).

Sta tis tič ka ana li za

Sta tis tič ko je ra ču na nje pro ve de no prog ra mom Excel 
(Mic ro so ft O�    ce for Win dows XP Pro fes sio nal) ru ko vo de-
ći se sta tis tič kim na če li ma Wes tgar da i su rad ni ka za des-
krip tiv nu sta tis ti ku i li near nu reg re si ju (17-19). Ra bi li smo 
sli je de će sta tis tič ke ve li či ne za proc je nu tes ta: sred nja vri-
jed no st (x), stan dar dna de vi ja ci ja (SD), koe �  ci je nt va ri ja ci-
je (KV), pos to tak od stu pa nja (R), koe �  ci je nt ko re la ci je (r) i 
pa ra met ri jed nad žbe prav ca (a i b) za od no se vri jed nos ti 
pre ma me to di li near ne reg re si je.

Rezultati

Nep re ciz no st

Koe �  ci jen ti va ri ja ci je KV u se ri ji od po 30 uzo ra ka za dva 
pool se ru ma pool I. i pool II. (kon cen tra ci ja P1NP 46,7±1,00 
µg/L i 642,6±14,82 µg/L) iz no si li su 2,14% i 2,31%. Nep re-
ciz no st iz da na u dan is pi ta na je na kon trol nim uzor ci ma 
PC1, PC2, PC3 (vri jed nos ti P1NP 66,6±0,95 µg/L; 474,3±8,12 
µg/L i 893,3±18,27 µg/L) iz ra že na kao KV iz no si la je 1,44%, 
1,71% i 2,04%. Tab li ca 1 pri ka zu je re zul ta te nep re ciz nos ti 
me to de u se ri ji, dok Tab li ca 2 pri ka zu je re zul ta te nep re ciz-
nos ti me to de iz da na u dan.

Ana lysis of in ter fe ren ce

Ana lysis of inter fe ren ces in clu ded hyper bi li ru bi ne mia, 
li pe mia and he mo lysis. Di�  e re nt quan ti ties of in ter fe ri ng 
sub stan ces we re ad ded to se rum poo ls but not excee di ng 
the con cen tra tion of 1,948.80 μmol/L for bi li ru bin, 2.32 
mmol/L for he mog lo bin, and 20.0 mmol/L for tria cylglyce-
rol. Then P1NP con cen tra tio ns we re de ter mi ned in dup li ca te. 
The pre pa ra tion of so lu tio ns and di lu tion sequen ce was con-
duc ted ac co rding to the preci se pro to col by Haec kel (16).

Sta tis ti cal ana lysis

Sta tis ti cal cal cu la tion was per for med usi ng Excel ap pli ca-
tion (Mic ro so ft O�    ce for Win dows XP Pro fes sio nal) ac cor-
di ng to sta tis ti cal prin cip les by Wes tga rd et al. for des crip-
ti ve sta tis tics and li near reg res sion (17-19). The sta tis ti cal 
va lues used for te st eva lua tion we re as fol lows: mean (x), 
stan da rd de via tion (SD), coe�    cie nt of va ria tion (CV), per-
cen ta ge of bias (R), coe�    cie nt of cor re la tion (r), and li near 
reg res sion pa ra me te rs (a and b) for va lue re la tio ns ac cor-
di ng to the li near reg res sion met hod.

Results

Im pre ci sion

Re sul tes are pre sen ted in Tab le 1. and 2. Coe�    cien ts of 
va ria tion (CV) ob tai ned in bat ch mo de of 30 sam ple 
ru ns for two se rum poo ls, pool I and pool II (P1NP con-
cen tra tio ns 46.7±1.00 µg/L and 642.6±14.82 µg/L) were 

N=30 Pool I Pool II

x [μg/L] 46.7 642.6

SD [μg/L] 1.00 14.82

CV [%] 2.14 2.31

N=20 Control sera PC 1 Control sera PC 2 Control sera PC 3

x [μg/L] 66.6 474.3 893.3

SD [μg/L] 0.95 8.12 18.27

CV [%] 1.44 1.71 2.04
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Ne toč no st

Re zul ta ti su pre do če ni u tab li ci 3 koja pri ka zu je stan da-
rdnu de vi ja ci ju (SD), koe �  ci je nt va ri ja ci je (KV) te ve li či nu 
od stu pa nja R od dek la ri ra nih vri jed nos ti P1NP u kon trol-
nim uzor ci ma iz ra že nu u % i ona iz nosi 9,28% za PC1, 
6,19% za PC2 i 8,53% za PC3.

2.14% and 2.31%, res pec ti ve ly. Be twee n-run im pre ci sion 
was de ter mi ned on con trol sam ples PC1, PC2, and PC3 
(P1NP con cen tra tio ns 66.6±0.95 µg/L, 474.3±8.12 µg/L 
and 893.3±18.27 µg/L, res pec ti ve ly) and expres sed as CV 
(1.44%, 1.71% and 2.04%, res pec ti ve ly).

Inac cu ra cy

Re sul ts are pre sen ted in Tab le 3. The bias R from P1NP 
dec la red va lues in con trol se ra was expres sed in per cen-
ta ge. It was 9.28%, 6.19% and 8.53% for PC1, PC2 and PC3, 
res pec ti ve ly.

TAB LI CA 3. Ne toč no st od re đi va nja P1NP prim je nom kon trol nih 
uzo ra ka u tri kon cen tra cij ske ra zi ne (n=20; PC1, PC2, PC3 – kon-
trol ni uzor ci nis ke, sred nje i vi so ke kon cen tra cij ske ra zi ne)

TAB LE 3. Inac cu ra cy of P1NP de ter mi na tion at three con cen tra-
tion le ve ls (n=20; PC1, PC2, PC3 – com mer cial con trol se ra wi th 
low, me dium and hi gh con cen tra tion le vel, res pec ti ve ly)

Li near no st

Li near no st smo is pi ta li di lu cij skim tes tom na dva pool se-
ru ma za dvi je kon cen tra cij ske ra zi ne: na po lo vi ci mjer nog 
pod ruč ja (544,8 µg/L) i iz nad mjer nog pod ruč ja (>1 200 
µg/L). Naj ma nji pos to tak od stu pa nja od oče ki va nog re zul-
ta ta (7,2% i 2,4%) po ka za lo je raz r je đe nje 1:2. Re zul ta ti di-
lu cij skih tes to va pri ka za ni su na Tab li ci 4 te na sli ka ma 2 i 
3.

In ter fe ren ci je

Mjere ći kon cen tra ci je P1NP u se ru mi ma ko ji ma su do da-
va ne ras tu će kon cen tra ci je in ter fe ri ra ju ćih sup stan ca is pi-
ti va li smo ut je caj na toč no st od re đi va nja. Pred met na še-
ga is pi ti va nja bi le su naj češ će in ter fe ren ci je u hu ma nim 
se ru mi ma uz ro ko va ne hi per bi li ru bi ne mi jom, hi per li pe mi-
jom i he mo li zom. Re zul ta ti pri ka za ni na sli ka ma 4, 5 i 6 
i tab li ca ma 5, 6 i 7 po ka zu ju ne ga tiv nu de vi ja ci ju re zul ta-
ta zbog nji ho va ut je ca ja. In ter fe ren ci ja je us ta nov lje na uz 
onu kon cen tra ci ju sup stan ce ko ja uz ro ku je od stu pa nje re-
zul ta ta >10% (op će prih va će noj gra ni ci za ana li te ko ji ma 
ni je poz na ta bio loš ka va ri ja bil no st).
Sni že nu vri jed no st iz mje re nog P1NP za vi še od 10% naš li 
smo u uzor ci ma s bi li ru bi nom ≥610 µmol/L, tria cil gli ce ro-
lom ≥15,0 mmol/L i he mog lo bi nom ≥1,61 mmol/L.

Li neari ty

Li nea ri ty was exa mi ned usi ng di lu tion te st on two se rum 
poo ls for two con cen tra tion le ve ls: me dium va lue of the 
mea su ri ng ran ge (544.8 mg/L) and va lues abo ve the mea-
su ri ng ran ge (>1200 µg/L). The lowe st per ce nt of de via-
tion from the expec ted re su lt (7.2% and 2.4%) was re cor-
ded at 1:2 di lu tion. Di lu tion te st re sul ts are pre sented in 
Tab le 4 and Fi gu res 2 and 3.

In ter fe ren ces

Mea su re me nt ac cu ra cy was exa mi ned by mea su ri ng P1NP 
con cen tra tio ns in the se ra sup ple men ted wi th in crea si ng 
con cen tra tio ns of inter fe ri ng sub stan ces. The sub je ct of 
our exa mi na tion we re the mo st freque nt in ter fe ren ces in 
hu man se ra that are cau sed by hyper bi li ru bi ne mia, hyper-
li pe mia and he mo lysis. The da ta pre sen ted in Fi gu res 
5, 6 and 7 show ne ga ti ve de via tion of re sul ts due to the 
e�  e ct of these in ter fe ren ces. An in ter fe ren ce was es tab lis-
hed if the sub stan ce con cen tra tion cau sed >10% bias in 
re sul ts (this is a wi de ly re cog ni zed li mit for ana lytes wi th 
un known bio lo gi cal va ria bi li ty). P1NP va lue dec rea sed by 
>10% was mea su red in sam ples wi th bi li ru bin ≥610 µmol/
L, tria cylglyce rol ≥15.0 mmol/L and he mog lo bin ≥1.61 
mmol/L.

N=20 Control sera PC 1 Control sera PC 2 Control sera PC 3

Measured values 

P1NP (x) [μg/L]
66.6 474.3 893.3

Expected values 

P1NP [μg/L]
73.5 508.0 978.0

SD [μg/L] 0.95 8.12 18.27

Bias R [%] –9.28 –6.19 + 8.53
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TAB LI CA 4. Re zul ta ti di lu cij skog tes ta na dvi je kon cen tra cij ske ra-
zi ne za is pi ti va nje li near nos ti P1NP tes ta

TAB LE 4. Di lu tion te st re sul ts at two con cen tra tion le ve ls to as se-
ss P1NP as say li nea ri ty

S e r a P1NP,  mg/L

Pool serum Dilution Expected Measured Recovery, %

III 1:1 (undiluted) 544.8 544.8 100.0

1:2 272.4 252.8 92.8

1:3 181.6 158.6 87.3

1:5 108.9 76.1 69.9

1:10 54.4 28.9 53.1

1:20 27.2 6.3 23.2

1:50 10.8 < 5 /

IV 1:1 (undiluted) / > 1,200 /

1:2 1197 1197 100.0

1:4 598.5 584.3 97.6

1:10 239.4 170.8 71.3

1:20 119.7 64.8 54.1

1:50 47.9 18.4 38.4

1:100 23.9 7.5 32.1

1:200 11.9 < 5 /

bilirubin [µmol/L] P1NP [μg/L] Bias [%]

9,3 226,3 ± 0,00

101,5 228,8 1,10

232,8 234,7 3,71

386,6 230,4 1,81

504,0 228,0 0,75

747,6 187,9 -16,97

1948,8 107,9 -52,32

TAB LI CA 5. Ut je caj bi li ru bi na na toč no st od re đi va nja P1NP TAB LE 5. E�  e ct of bi li ru bin on the P1NP as say ac cu ra cy

TAB LI CA 6. Ut je caj triacilglicerola na toč no st od re đi va nja P1NP TAB LE 6. E�  e ct of tria cylglyce rol on the P1NP as say ac cu ra cy

Triacylglycerol [mmol/L] P1NP[μg/L] Bias [%]

1,21 28,7 ± 0,00

1,83 28,0 -2,44

2,41 27,9 -2,79

3,63 27,4 -4,53

6,15 27,0 -5,92

9,80 26,5 -7,67

12,52 26,0 -,41

18,75 25,1 -12,55
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FI GU RE 3. Di lu tion te st for P1NP as say in pool se rum wi th P1NP va lue 
of >1,200 µg/mL

SLI KA 3. Di lu cij ski te st za P1NP na uzor ku se ru ma kon cen tra ci je >1 200 
µg/mL.

TAB LI CA 7. Ut je caj he mog lo bi na na toč no st od re đi va nja P1NP TAB LE 7. E�  e ct of he mog lo bin on the P1NP as say ac cu ra cy

haemoglobin [mmol/L] P1NP[μmol/L] Bias [%]

0 28,9 ± 0,00

0,28 28,5 -1,38

0,58 27,8 -3,81

0,71 27,5 -4,84

1,61 27,0 -6,57

2,32 21,9 -24,22

SLI KA 2. Di lu cij ski te st za P1NP te st na uzor ku se ru ma kon cen tra ci je 
544,8 µg/mL.

FI GU RE 2. Di lu tion te st for P1NP as say in pool se rum wi th P1NP va lue 
of 544.8 µg/mL.
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SLI KA 4. Ut je caj bi li ru bi na na toč no st od re đi va nja P1NP. (P1NP=226,3 
µg/mL)

FI GU RE 4. E�  e ct of bi li ru bin on the P1NP as say ac cu ra cy. (P1NP=226.3 
µg/mL)

SLI KA 5. Ut je caj tria cil gli ce ro la na toč no st od re đi va nja P1NP. 
(P1NP=28,7 µg/mL)

FI GU RE 5. E�  e ct of tria cylglyce rol on the P1NP as say ac cu ra cy. 
(P1NP=28.7 µg/mL) 

SLI KA 6. Ut je caj he mog lo bi na na toč no st od re đi va nja P1NP. 
(P1NP=28,9 µg/mL)

FI GU RE 6. E�  e ct of he mog lo bin on the P1NP as say ac cu ra cy. 
(P1NP=28.9 µg/mL) 
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Rasprava

Me to da den zi to met rij skog mje re nja mi ne ral ne gus to će 
kos ti ju (BMD) kao nein va ziv na i la ko dos tup na me to da ot-
vo ri la je no ve mo guć nos ti is tra ži va nja me ta bo lič nih koš ta-
nih bo les ti. Po tak nu lo je to i bio ke mij ska i far ma ceut ska 
is tra ži va nja te su da nas real na oče ki va nja da će bio ke mij-
ski bi lje zi koš ta nog me ta bo liz ma osi gu ra ti ne ke kli nič ke 
pred nos ti pred BMD. Pot vr du tak vih pro miš lja nja na la zi-
mo u či nje ni ci da je, una toč dob roj pre ciz nos ti me to de 
BMD, pot reb no go di nu da na (za spo ru koš ta nu preg rad-
nju i dvi je go di ne) da bis mo uz 95% pouz da nos ti mog li 
uo či ti prom je ne u koš ta noj gus to ći. Taj se prob lem ne uo-
ča va u ve li kim kli nič kim stu di ja ma gdje se zna čaj ne koš ta-
ne prom je ne sku pi ne za pa ža ju na kon 6 mje se ci (2,3,19), 
ne go u in di vi dual noj kon tro li te ra pi je (20,21). Spe ci � č no st 
i os jet lji vo st koš ta nih bi lje ga vri jed ne su zna čaj ke ko ji ma 
će se mož da preb ro di ti na ve de ne manj ka vos ti BMD.
P1NP je no vi bi ljeg ko ji teh ni kom ECLIA s dva mo nok lon-
ska pro tu ti je la omo gu ću je mje re nje ukup nog (in tak tnog) 
pro pep ti da, na sup rot ra dioi mu no ke mij skoj ko mer ci jal noj 
me to di PINP ko ja s jed nim pro tu ti je lom de tek ti ra i raz gra đe-
ne di je lo ve pro pep ti da. Sto ga su op rav da na oče ki va nja kli ni-
ča ra ka ko će prim je nom ove me to de mo ći prov je ra va ti i mo-
du li ra ti te ra pi ju u vre me nu kra ćem od go di ne da na (12,13).
Na še je is tra ži va nje pro ve de no ka ko bis mo is pi ta li ana li tič-
ke oso bi ne me to de ko ja je pri re đe na za au to mat ski ana li-
za tor zat vo re nog sus ta va. Jed nos tav na je za pro vo đe nje 
svih ana li tič kih pos tu pa ka, s in for ma tič kim pred nos ti ma 
u sta ndar di za ci ji la bo ra to rij skog pos tup ka i po ve zi va nju s 
la bo ra to ris kim in for ma cij skim sus ta vom.
Bu du ći da ne poz na je mo ukup nu in train di vi dual nu i bio-
loš ku va ri ja bil no st kon cen tra ci je P1NP nis mo mog li pos ta-
vi ti kri te ri je ko ji ma bis mo mog li vje ro dos toj ni je pro ci je ni-
ti nep re ciz no st i ne toč no st. Prih va će ni kri te ri ji za ana li te s 
poz na tim po da ci ma o va ri ja bil nos ti su sli je de ći: doz vo lje-
ne gra ni ce za nep re ciz no st iz no se ma nje od po lo vi ce in-
train di vi dual ne va ri ja ci je (KV<½KV

in tra
), a doz vo lje ne gra ni-

ce za ne toč no st iz no se ma nje od jed ne čet vr ti ne ukup ne 
bio loš ke va ri ja ci je (bias % <¼ KV

B
) (22). Proiz vo đač na vo di 

i li te ra tu rom pot krep lju je da cir ka di jal ni i se zon ski ri tam 
kon cen tra ci je P1NP ima va ri ja ci je oko 6%. Na či nom uzor-
ko va nja ovu smo va ri ja bil no st sve li na naj ma nju mo gu ću 
mje ru, jer su sve kr vi uzi ma ne u is to do ba da na (iz me đu 7 
i 10 sa ti ujut ro) i u is to do ba go di ne (unu tar 15 da na).
Za ne ke dru ge koš ta ne bi lje ge (prim je ri ce, C-ter mi nal ni 
te lo pep tid) pos to je po dat ci ka ko in train di vi dual na va ri ja-
bil no st iznosi 9–10% (22). Proiz vo đač na vo di za P1NP nep-
re ciz no st od 1,8% do 2,9%, a na ši su se re zul ta ti pot vr di li s 
KV od 1,4% do 2,3%. Iz ne na di li su bo lji re zul ta ti KV za nep-
re ciz no st iz da na u dan (1,4%; 1,7%; 2,0%) ne go li za nep re-
ciz no st u se ri ji (2,1% i 2,3%), što mo že mo ob jas ni ti ho mo-
ge ni jim i bo lje pri re đe nim kon trol nim uzor ci ma ne go što 
su pool se ru mi pri re đe ni u la bo ra to ri ju.

Discussion

As a no nin va si ve and ea si ly avai lab le met hod, the mea su-
re me nt of bo ne mi ne ral den si ty (BMD) has crea ted new 
pos si bi li ties for in ves ti ga ti ng me ta bo lic bo ne di sea ses. 
It has also en cou ra ged bioc he mi cal and phar ma ceu ti cal 
stu dies, and cur re nt rea lis tic expec ta tio ns are that bioc-
he mi cal mar ke rs of bo ne me ta bo li sm are to o�  er so me 
cli ni cal ad van ta ges over BMD. Su ch re�  ec tio ns may be 
sup por ted by the fa ct that, des pi te good pre ci sion of the 
BMD met hod, one year is ne ces sa ry (for slow bo ne re mo-
de li ng even two yea rs) for chan ges in bo ne den si ty to be 
ob ser ved wi th 95% re lia bi li ty. This prob lem is not no ti ced 
in lar ge cli ni cal stu dies whe re sig ni �  ca nt bo ne changes in 
a group are ob ser ved af ter six mon ths (2,3,19), but rat her 
in in di vi dual the ra py mo ni to ri ng (20,21). The spe ci �  ci ty 
and sen si ti vi ty of bo ne mar ke rs are va luab le cha rac te ris ti-
cs that may he lp over co me the fo re goi ng BMD di sad van-
ta ges.
The no vel P1NP as say al lows for the mea su re me nt of to-
tal (in ta ct) pro pep ti de, a bo ne for ma tion mar ker, throu gh 
the ECLIA (Roc he Diag nos ti cs) tec hnique in vol vi ng two 
mo noc lo nal an ti bo dies, un li ke ra dioim mu noc he mi cal 
com mer cial PINP met hod that de tec ts com po nen ts wi th 
only one an ti bo dy. The re fo re, cli ni cian s' expec ta tio ns that 
the use of this met hod is to al low for the ra py ve ri �  ca tion 
and mo di �  ca tion in a ti me span shor ter than ha lf a year 
are qui te war ran ted (12,13).
Our stu dy was con duc ted wi th the aim to exa mi ne analyti-
cal pro per ties of the met hod pre pa red for an au to ma ted 
clo se d-system ana lyzer. The met hod en su res sim ple per-
for man ce of all ana lyti cal pro ce du res, and o�  e rs ad van-
ta ges in stan dar di za tion of la bo ra to ry pro ce du res and 
in teg ra tion in to the la bo ra to ry infor ma tion system.
Havi ng been unawa re of the en ti re in tra-in di vi dual and 
bio lo gi cal va ria bi li ty of P1NP con cen tra tion, we we re not 
ab le to es tab li sh the cri te ria for mo re re liab le as ses sme nt 
of im pre ci sion and inac cu ra cy. The ac cep ted cri te ria for 
ana lytes wi th known va ria bi li ty da ta are: al lowed im pre ci-
sion li mi ts amou nting to le ss than a ha lf of in tra-indi vi dual 
va ria tion (CV<½ CV

in tra
), and the al lowed inac cu ra cy li mi ts 

amou nting to le ss than one four th of the to tal bio lo gi cal 
va ria tion (bias % <¼ CV

B
) (22). The ma nu fac tu rer sta tes, 

sup por ti ng it wi th re fe ren ces, that cir ca dian and sea so nal 
changes of P1NP con cen tra tion show ap proxi ma te ly 6% 
va ria tion. We re du ced this va ria bi li ty to the mi ni mum by 
the sam pli ng met hod em ployed, as all blood sam ples we-
re collec ted at the sa me ti me of the day (be tween 7 and 
10 a.m.) and at the sa me ti me of year (wit hin 15 days). The 
da ta re gar di ng so me ot her bo ne mar ke rs (e.g., C-ter mi nal 
te lo pep ti de) re vea led 9%-10% in tra-in di vi dual va ria bi li ty 
(22). The ma nu fac tu rer dec lares 1.8%-2.9% im pre ci sion 
for P1NP, and our re sul ts we re con sis te nt wi th the CV ran-
gi ng from 1.4% to 2.3%. Re sul ts for the CV for be twee n-
run im pre ci sion we re mo re sur pri si ng (1.4%, 1.7% and 
2.0%) than for wit hi n-run im pre ci sion (2.1% and 2.3%), 
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Is pi ti va nje ne toč nos ti na kon trol nim uzor ci ma ni je ni na 
jed noj kon cen tra cij skoj ra zi ni da lo ve će od stu pa nje od 
10% u od no su na dek la ri ra nu sred nju vri jed no st proiz vo-
đa ča. Ta kav re zul tat u pot pu nos ti za do vo lja va. Što vi še, 
ni jed no po je di nač no mje re nje kroz 10 da na ni je iziš lo iz 
gra ni ca ±1 SD, što je kri te rij prih vat lji vos ti u pro vo đe nju 
dnev ne kon tro le.
Ispiti va nje li near nos ti di lu cij skim tes tom pot vr di lo je li-
near ni od nos u ana li tič kom pod ruč ju (r>0.9) s pro por cio-
nal nim od no som oče ki va nih i iz mje re nih kon cen tra ci ja 
P1NP (a=1,049 i 1,033). Ujed no je pot vr đe na pre po ru ka 
proiz vo đa ča da se vri jed nos ti P1NP iz nad gor nje gra ni ce 
ana li tič kog pod ruč ja raz r je đu ju sa mo u om je ru 1:2. Ka ko 
se vi di iz jed nad žbe prav ca na sli ka ma 2. i 3., sva ko sli je de-
će raz r je đe nje uda lja va lo nas je od po čet ne kon cen tra ci-
je, što je iz ra že no ve li kom kon stan tnom pog reš kom (b=-
30,11 i -43,04) i ob jaš nja va zbog če ga se u sve ve ćim raz r-
je đe nji ma pog reš ka uve ća va. Na da lje, u upu ta ma proiz vo-
đa ča oso bi to se na po mi nje da se u raz r je đe nim uzor ci ma 
bo les ni ka s bub rež nom in su �  ci jen ci jom za pa ža ne li near-
ni od nos. Pool se ru me s vi so kim sad r ža jem P1NP pri ku pi li 
smo up ra vo od uzo ra ka nef ro loš kih bo les ni ka ko ji su na 
traj noj he mo di ja li zi.
Kon cen tra ci je in ter fe ri ra ju ćih sup stan ca ko je uz ro ku ju od-
stu pa nja od toč nos ti za vi še od 10% ni su se u pot pu nos ti 
sla ga le s na vo di ma proiz vo đa ča. Ut je caj he mo li ze za pa-
žen je kao ne ga tiv na in ter fe ren ci ja uz kon cen tra ci ju he-
mog lo bi na od 1,61 mmol/L, što je za 32% ve ća kon cen tra-
ci ja od dek la ri ra nih 1,1 mmol/L. Li pe mič ni i ik te rič ni se ru-
mi ta ko đer su po ka za li ne ga tiv ne in ter fe ren ci je uz sad r žaj 
tria cil gli ce ro la ≥15,0 mmol/L i bi li ru bi na ≥610,0 9 µmol/L, 
što je 35% od nos no 46% ni ža kon cen tra ci ja od na vo da 
proiz vo đa ča (22,8 mmol/L i 1112,9 µmol/L).
I u zak ljuč ku, no va me to da ECLIA za P1NP po ka zu je ja ko 
dob re ana li tič ke zna čaj ke za ru tin sku la bo ra to rij sku upo-
ra bu. Jed nos ta van je i pouz dan te st s či jim re zul ta ti ma 
in ter fe ri ra ju sa mo ek strem ne hi per bi li ru bi ne mi je, hi per li-
pi de mi je i he mo li ze. In stru men ta ci ja i ra ču nal na op re ma 
pri la go đe na je tes tu i si gur no vo di ko ris ni ka kroz ana li tič-
ki pos tu pak. Re zul ta ti su u skla du s re le van tnim li te ra tur-
nim po da ci ma (24,25). Sveu kup no st ana li tič kih svoj sta va 
tes ta P1NP tvr tke Roc he Diag nos ti cs os tva ru je pre duv je te 
za dalj nja kli nič ka is pi ti va nja ko ja će pro ci je ni ti i nje go vu 
kli nič ku primje nji vo st.

whi ch may be at tri bu ted to the mo re ho mo geneous and 
bet ter pre pa red con trol se ra in com pa ri son to la bo ra to ry-
pre pa red se rum poo ls.
Exa mi na tion of inac cu ra cy in con trol sam ples yiel ded 
va lues that did not exceed 10% bias at any con cen tra-
tion le vel in re la tion to the mean va lue dec la red by the 
ma nu fac tu rer. Su ch a re su lt was com ple te ly sa tis fac to ry. 
Mo reo ver, no ne of the mea su re men ts per for med du ri ng 
10 days excee ded the li mi ts of ±1SD, whi ch is a cri te rion 
of ac cep ta bi li ty in dai ly con trol per for man ce.
Exa mi na tion of li nea ri ty by the di lu tion te st con � r med 
li near re la tion ship in the ana lyti cal ran ge (r>0.9) wi th pro-
por tio nal re la tion be tween the expec ted and mea su red 
P1NP con cen tra tio ns (a=1.049 and 1.033). Al so, the ma nu-
fac tu re r's re com men da tion was con � r med that the P1NP 
va lues excee di ng the up per mea su ri ng ran ge li mit are to 
be di lu ted on ly at a 1:2 ra tio. As evi de nt from the li near 
reg res sion in Fi gu res 2 and 3, ea ch ad di tio nal di lu tion 
took us fur ther from the ini tial con cen tra tion, as expres-
sed by a sub stan tial con sta nt er ror (b=-30.11 and -43.04), 
explaining why the er ror in crea sed wi th hig her di lu tion. 
Fur ther mo re, the ma nu fac tu re r's in struc tio ns par ti cu lar ly 
spe ci fy that no n-li near re la tion is ob ser ved in di lu ted sam-
ples from pa tien ts wi th re nal in su�    ciency. In deed, se rum 
poo ls wi th a hi gh P1NP con te nt in clu ded sam ples col lec-
ted from pa tien ts on con ti nuous he mo dia lysis.
The con cen tra tio ns of in ter fe ri ng sub stan ces that cau sed 
mo re than 10% bias did not en ti re ly com ply wi th the ma-
nu fac tu re r's dec la ra tio ns. The e�  e ct of he mo lysis was 
ob ser ved as a ne ga ti ve in ter fe ren ce at a he mog lo bin 
concen tra tion excee di ng 1.61 mmol/L, whi ch was a con-
cen tra tion hig her by 32% than the dec la red 1.1 mmol/L. 
Li pe mic and ic te ric se ra al so de mon stra ted ne ga ti ve in-
ter fe ren ces in ca se of the con te nt of tria cylglyce rol ≥15.0 
mmol/L and bi li ru bin ≥610.0 µmol/L, whi ch was by 35% 
and 46% lower than the con cen tra tion dec la red by the ma-
nu fac tu rer (22.8 mmol/L and 1112 µmol/L, res pec ti ve ly).
In con clu sion, the new ECLIA met hod for P1NP deter mi-
na tion de mon stra ted ve ry good ana lyti cal cha rac te ris ti cs 
for rou ti ne la bo ra to ry use. It is a sim ple and re liab le as say 
wi th in ter fe ren ces re cor ded on ly in ca se of extre me hyper-
bi li ru bi ne mia, hyper li pi de mia and he mo lysis. Our re sul ts 
we re con sis te nt wi th li te ra tu re da ta (24,25). The ana lyzer 
and com pu ter equip me nt are te st ad jus ted and gui de the 
user sa fe ly throu gh the ana lyti cal pro ce du re. The com-
pre hen si ve ana lyti cal pro per ties of the P1NP as say by the 
Roc he Diag nos ti cs pro vi de a pre requi si te for clini cal tria ls 
that are to as sess its cli ni cal ap pli ca bi li ty.
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